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RESUMO 
 
O chumbo tem sido identificado como um fator de risco para o desenvolvimento de 
doenças cardiovasculares. De fato, estudo prévio mostrou que sete dias de 
exposição ao chumbo aumentou a pressão arterial sistólica (PAS), diminuiu a 
reatividade vascular e aumentou a biodisponibilidade de óxido nítrico (NO) em aortas 
de ratos. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o envolvimento dos receptores 
AT2 no aumento da biodisponibilidade de NO e a participação dos canais para K+ em 
aorta de ratos expostos ao chumbo. Ratos Wistar foram tratados com acetato de 
chumbo por sete dias (1ª dose 4 µg/100g e doses subsequentes de 0,55 µg/100g im) 
ou veículo. O tratamento com acetato de chumbo reduziu a resposta contrátil à 
fenilefrina (FE 0,1 nM – 0,3 mM) e não modificou a resposta vasodilatadora à 
acetilcolina (ACh, 0.1 nM - 300 µM) e ao nitroprussiato de sódio (NPS, 0.01 nM - 0.3 
µM) em aorta de ratos.   O L-NAME (100 µM) aumentou a resposta vasoconstrictora 
induzida pela fenilefrina em ambos os grupos, mas este efeito foi maior no grupo 
chumbo. A incubação com PD 123319 (1 µM), inibidor específico dos receptores 
AT2, aumentou a resposta vasoconstrictora induzida pela FE somente em aortas de 
ratos tratados com chumbo. A co-incubação PD 123319 (1 µM)  e L-NAME (100 µM)  
aumentou a resposta contrátil à FE nas artérias de ambos os grupos e este efeito  foi 
similar nos grupos controle e chumbo. Quando os anéis de aorta foram pré-
incubados com KCl (60 mM/L) ou incubados com TEA (2 mM), 4-aminopiridina (4-
AP, 5 mM), iberiotoxina (IbTX, 30 nM) e apamina (0.5 µM) o relaxamento induzido 
pela ACh foi menor nos animais chumbo. Além disso, após incubação com a 4-AP e 
a IbTX o relaxamento induzida pelo NPS foi menor nos ratos tratados com chumbo. 
Em adição, houve maior liberação local de NO no grupo chumbo. A presença de L-
NAME e PD 123319 normalizou a liberação local de NO nos animais tratados com 
chumbo. Em suma, os resultados do presente estudo sugerem o envolvimento dos 
receptores AT2 no aumento de biodispobibilidade de NO nos animais chumbo.  
Como consequência, esse metal promoveu a ativação de canais para K+ e esse 
efeito poderia ser um mecanismo compensatório ao aumento da PAS.   
  
Palavras-chave:chumbo, reatividade vascular, óxido nítrico, canais de potássio e 
receptores AT2. 
 
 
  
 
26
ABSTRACT 
 
Lead has been reported as a hazard and risk factor for developing cardiovascular 
diseases. Indeed, previous study showed that seven days of lead exposure 
increased systolic blood pressure (SBP), decreased vascular reactivity and increased 
nitric oxide (NO) bioavailability in rat aortas Thus, the aim of this study was to 
evaluate the involvement of AT2 receptors in the increased bioavailability of NO and 
the participation of K + channels in aortas from lead-treated rats. Wistar rats were 
treated with lead (1st dose 4 µg/100 g, subsequent doses 0.05 µg/100 g, im, 7 days) 
or vehicle. Lead treatment reduced the contractile response of aortic rings to 
phenylephrine (PHE, 0,1 nM – 0,3 mM) without changing the vasodilator response to 
acetylcholine (ACh, 0.1 nM - 300 µM ) or sodium nitroprusside (SNP, 0.01 nM - 0.3 
µM ). Incubation with L-NAME (100 mM) increased the vasoconstrictive response 
induced by phenylephrine in both groups, but this effect was greater in the aortas 
from the treated group. Incubation with PD 123319 (1 uM), an AT2 receptor specific 
inhibitor, increased the vasoconstrictor response induced by phenylephrine only in 
aortas from the treated group. Co-incubation PD 123319 (1 mM) and L-NAME (100 
mM) increased the contractile response to phenylephrine in the arteries of both 
groups and this effect was similar in the aortas from the treated and untreated rats. 
When aortic rings were precontracted with KCl (60 mM/L) or preincubated with TEA 
(2 mM), 4-aminopyridine (4-AP, 5 mM), iberiotoxin (IbTX, 30 nM), apamin (0.5 µM) or 
charybdotoxin (0.1 µM), the ACh-induced relaxation was more reduced in the lead-
treated rats. Additionally, 4-AP and IbTX reduced more the relaxation elicited by SNP 
in the lead-treated rats. In addition, there was greater local release of NO in the lead-
treated rats. The presence of L-NAME, and PD123319 normalized local release of 
NO in lead-treated rats. In summary, the present results suggest the involvement of 
AT2 receptors in increasing the bioavailability of NO in lead-treated rats.  As a 
consequence the metal promoted activation channels for K + and this effect could be 
a compensatory mechanism against the increase in SBP. 
 
Keywords: Lead, vascular reactivity, nitric oxide, potassium channels and AT2 
receptors
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 CHUMBO 
 
1.1.1 História do Chumbo 
 
O chumbo foi um dos primeiros metais a ser trabalhado pelo homem, sendo 
conhecido desde 3500 a.C., de acordo com as descobertas arqueológicas feitas no 
Egito. Existem relatos que a civilização egípcia utilizava o chumbo na cunhagem de 
moedas e fabricação de cosméticos. Durante o Império Romano esse metal foi 
amplamente utilizado na fabricação de canos para o sistema de esgoto; armas e 
utensílios domésticos como copos, taças e recipientes para líquidos e alimentos; 
além de aquedutos e reservatórios para fermentação e acondicionamento de 
bebidas alcoólicas (Capitani et al., 2009).  
No Brasil, a produção de chumbo metálico foi marcante até a década de 90 
devido à existência de duas grandes fundições primárias utilizadas no refino do 
minério extraído na Bahia e no Paraná. Desde então sua produção tem sofrido 
declínio e em 2012 a produção brasileira representou 0,2% da produção mundial 
desse metal (Capitani et al., 2009; Brasil, 2013).  
Como o chumbo é utilizado por tão longo tempo, a história da intoxicação por 
este metal também é extensa. Hipócrates, no século V a.C., foi o primeiro a 
relacionar os sintomas da intoxicação do chumbo ao seu fator causal, (Moraes, 
2014). Outros relatos de intoxicação ocupacional foram pronunciados na Inglaterra 
em 1883 por trabalhadores que utilizavam o metal como matéria prima (Stephan, 
2007). 
 A intoxicação pelo chumbo causa uma das mais antigas doenças 
ocupacionais, chamada Saturnismo ou Plumbismo. O termo saturnismo é uma 
referência ao Deus Saturno, idolatrado na Roma Antiga. Assim, os efeitos 
neurológicos da intoxicação por esse metal foram primeiramente descritos no 
império romano (Stephan, 2007). Atualmente, os avanços experimentais em 
modelos animais e populacionais permitiram maior conhecimento sobre o efeito 
tóxico do chumbo. Todavia, é necessário o desenvolvimento de pesquisas na área 
da toxicologia não só para ampliar o conhecimento dos efeitos tóxicos, mas também 
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para elaboração de medidas preventivas e descobertas de possíveis tratamentos a 
serem utilizados em casos de intoxicação por esse metal. 
 
1.1.2 Características do metal 
 
O chumbo é um metal cinza-azulado, inodoro e maleável. Pertence ao grupo 
IV B da tabela periódica, é representado pelo símbolo Pb, possui número atômico 82 
e massa atômica 207 u. Encontra-se em estado sólido à temperatura ambiente, se 
funde com facilidade a 327,4 ºC com temperatura de vaporização a 1725 ºC (IUPAC, 
2003).  
A utilização industrial do chumbo pode ser explicada por possuir algumas 
características como: baixo ponto de fusão, alta ductibilidade, facilidade de formar 
liga, razoável condutor de calor e eletricidade e condutibilidade térmica (Brasil, 
2006). Sua elevada maleabilidade e flexibilidade favorecem a produção de chapas e 
de tubos, utilizados principalmente na construção civil. Além disso, esse metal possui 
a propriedade singular de absorver radiações de ondas curtas, o que o torna o 
isolante mais utilizado no emprego de raios-x (Brasil, 2009). 
 
 
1.1.3 Fontes Naturais do Chumbo 
 
 O chumbo é considerado o quinto metal mais abundante do planeta (Matos, 
2007). Suas maiores fontes naturais são as emissões vulcânicas, evaporação dos 
oceanos e degradação de rochas (WHO, 1995; Paoliello, 2001; Brasil, 2006). Esse 
metal pode ser encontrado na natureza tanto na forma livre como em associação 
com outros metais (Paoliello, 2001). O íon estável do chumbo é o Pb2+ e combinado 
com o enxofre forma a galena (PbS = 86,6% de Pb e 13,4% de S) que é a  principal 
fonte primária e comercial de chumbo. O chumbo ocorre ainda em outras variedades 
de minérios tais como a cerusita (PbCO3) e a anglesita (PbSO4)  (Paoliello e Chasin, 
2001).  
 Na atmosfera, o chumbo encontra-se na forma particulada. Essas partículas, 
quando lançadas no ar, podem ser removidas da atmosfera e transferidas para 
superfícies e compartimentos ambientais por deposição úmida ou seca. Entretanto, 
29 
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o teor de chumbo no solo é muito influenciado pelas atividades antropogênicas e 
pelo transporte do metal através do ar, oriundo de várias fontes (WHO, 1995; 
Paoliello e Chasin, 2001). Estima-se que a taxa de emissão de chumbo na 
atmosfera seja de aproximadamente 19.000 toneladas por ano, e que os níveis 
naturalmente presentes no solo seja de 10 a 70 mg/Kg (WHO, 1995). 
 
 
1.1.4 Fontes Antropogênicas 
 
1.1.4.1  Produção e Consumo Mundial 
 
 Além das fontes naturais, a emissão de chumbo ocorre também através de 
fontes antropogênicas. De acordo com o Departamento Nacional de Produção 
Mineral, em 2012, as reservas mundiais de chumbo atingiram 89 Mt. A produção 
mundial do minério concentrado alcançou um crescimento de 10,64% em relação a 
2011. Os principais produtores de chumbo primário são os países detentores das 
maiores reservas do mundo: China, Austrália e Estados Unidos. Já a  produção 
brasileira de chumbo metálico refinado foi de 165,40 Kt, correspondendo a 1,56% da 
produção global, colocando o Brasil na décima sexta posição entre os maiores 
produtores mundiais (Brasil, 2013). 
A maior parte da produção brasileira de concentrado de chumbo é oriunda de 
Minas Gerais (Brasil, 2009; 2013), seguidos dos estados de São Paulo, Paraná, Rio 
Grande do Sul, Tocantins e Bahia (Brasil, 2009). O Brasil não possui produção 
primária de chumbo metálico refinado, a produção deste metal é obtida a partir de 
reciclagem de material usado, especialmente de baterias automotives e indústrias de 
telecomunicações (Brasil, 2013). Estima-se que das 20 milhões de novas baterias 
automotivas fabricadas anualmente no Brasil, 95% delas sejam provenientes do 
processo de reciclagem do chumbo (Brasil, 2009). 
O chumbo refinado é consumido com intensidade em todos os países em 
estágio avançado de industrialização. Atualmente a China é considerada o maior 
produtor e consumidor mundial do metal (Brasil, 2009). O consumo do metal no 
Brasil e no mundo ascende paralelamente à taxa de crescimento das economias de 
alguns países em desenvolvimento, como a China, Coréia do Sul e Índia que tem 
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incorporado um importante aumento na industrialização de veículos automotores, 
computadores, telefones celulares e eletroeletrônicos, refletindo no aumento 
progressivo da demanda do metal (Brasil, 2009). 
 O consumo do metal ocorrido no Brasil ao longo das últimas três décadas 
indica que o consumo que era da ordem de 100.000 toneladas/ano passou para o 
patamar de 220.000 toneladas/ano, crescimento favorecido principalmente pelo 
desenvolvimento da indústria automobilística (Brasil, 2009). No ano de 2012, 81,9% 
do chumbo metálico foi destinado aos fabricantes de baterias automotivas (Brasil, 
2013). Outras indústrias como as de condutores elétricos destacam-se pela 
utilização de ligas de chumbo para a cobertura de cabos. Além disso, em menor 
proporção, o consume do metal é efetuado pelas fábricas de tanques de 
armazenamento de substâncias corrosivas, de produção de munições e indústrias 
tipográficas (Moraes, 2014). 
 
 
1.1.4.2  Formas de exposição do chumbo  
 
Atualmente, no Brasil, calcula-se que cerca de 90% do consumo de chumbo 
metálico provenha de atividades de reciclagem. Os maiores consumidores de 
chumbo no país são as indústrias de baterias automotivas (80%), seguidos das 
indústrias de pigmentos com 12% e o setor eletro-eletrônico (solda e ligas) com 8% 
(Capitani et al., 2009). As indústrias de reciclagem de chumbo são potencialmente 
poluidoras, devido à emissão de gases e particulados decorrentes do próprio 
processo de produção e reciclagem. Entretanto a reciclagem ainda é para o meio 
ambiente e economicamente mais viável que a extração (Matos, 2007). 
As baterias são as principais fontes de chumbo secundário. Para o processo 
de recuperação do chumbo desses materiais, são utilizados alguns métodos que 
acabam liberando gases e particulados do metal para a atmosfera, gerando também 
resíduos em uma quantidade considerada altamente perigosa e que deveria ser 
disposta em aterro industrial adequado (Matos, 2007, Brasil, 2013). 
Os sais de chumbo formam a base de muitas tintas e pigmentos, porém sua 
utilização é controlada por alguns países. No Brasil, em 2008 foi publicada a Lei nº 
11.762, que regulariza o uso de pigmentos e secantes à base de chumbo em tintas 
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imobiliárias. A lei estabelece que tintas imobiliárias não possa conter chumbo em 
concentração igual ou superior a 0,06%, em peso (Brasil, 2008). 
A indústria química utiliza amplamente o chumbo. O carbonato de chumbo é 
empregado na síntese do cloreto de polivinila (PVC) (Capitani et al., 2009), o 
arseniato de chumbo na fabricação de inseticida, o sulfato de chumbo na produção 
da borracha, o naftaleno de chumbo como secativo e o chumbo tetraetila como 
aditivo para gasolina (Paoliello e Chasin, 2001). No Brasil, a presença do chumbo na 
gasolina foi proibida desde 1978, no entanto alguns países ainda utilizam o metal na 
composição do combustível (Paoliello e Chasin, 2001). 
Mediante as várias formas de exposição ao chumbo, em especial as 
ocupacionais, alguns países estabeleceram um nível máximo de chumbo no sangue, 
acima do qual o indivíduo pode ser afastado do ambiente de trabalho (Paoliello e 
Chasin, 2001). Nas décadas de 60 e 70 eram comuns níveis de limites máximos de 
100 µg/dL. Atualmente, esses níveis foram reduzidos na faixa de 40 à 60 µg/dL em 
diferentes países (Mayer e Wilson, 1998). 
A Agência de Substâncias Tóxicas e Registro de Doenças (ATSDR) 
recomenda ser segura uma concentração sanguínea de chumbo inferior 30 µg/dL 
em adultos. Em ambientes de exposição ocupacional os níveis de cocentração 
sanguínea de chumbo não devem exceder 60 µg/dL. Já a Associação Americana de 
Pediatria (APA) considera níveis de concentração sanguínea de chumbo ≥ 10 µg/dL 
excessivos para crianças. 
No Brasil, de acordo com a norma regulamentadora nº 7 (NR7) do Ministério 
do Trabalho (1988), revisada em 2013, os valores de referência de normalidade, o 
qual representa o valor próximo de ser encontrado em uma população não-exposta 
ocupacionalmente e o Índice Biológico Máximo permitido, são respectivamente, de 
40 µg/dL e 60 µg/dL (Brasil, 1988; 2013). 
 
 
1.1.5  Cinética do Chumbo no Organismo Humano 
 
Como descrito anteriormente, o chumbo é um metal amplamente utilizado há 
milhares de anos. É considerado um contaminante ambiental, devido às inúmeras 
atividades industriais que favorecem a sua distribuição. Sendo assim, todos os 
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indivíduos possuem chumbo em seus organismos como resultado da exposição a 
fontes exógenas. A fim de correlacionar a quantidade de chumbo ambiental e a sua 
biodisponibilidade com seus efeitos tóxicos no organismo, é importante compreender 
a interação contínua entre a absorção, distribuição, armazenamento e eliminação 
deste metal (Moreira e Moreira, 2004). 
 
 
1.1.5.1 Absorção 
 
O processo de absorção do chumbo proveniente de fontes ambientais 
depende da quantidade de metal, do seu estado físico e químico, além de ser 
influenciado por fatores relacionados ao hospedeiro (idade, genética, estado 
fisiológico) e condições nutricionais (Paoliello, 2001). A maior parte do chumbo entra 
no organismo humano pelo trato respiratório e gastrointestinal e, somente em sua 
forma orgânica, pode penetrar no organismo por via cutânea (Brasil, 2006; Moraes, 
2014). O trato respiratório é a principal via de absorção do chumbo na exposição 
ocupacional (Paoliello e Chasin, 2001). 
 
 
1.1.5.2 Distribuição  
 
Algumas hipóteses de distribuição cinética do chumbo têm sido apresentadas 
há algumas décadas pela comunidade científica. Uma das principais idéias se 
baseia no modelo de distribuição em três compartimentos: sangue, tecidos moles e 
tecidos mineralizados (Rabinowitz et al.,1976; ATSDR, 1995; Paoliello e Chasin, 
2001). A meia-vida desse metal nos três compartimentos é bastante diferente, sendo 
estimada em 36 dias para o sangue, 40 dias para os tecidos moles e 27 anos para 
os ossos (Rabinowitz et al.,1976; WHO, 1995).  
A concentração de chumbo no sangue é menor do que 2% do seu total no 
organismo (Goyer, 1991). O metal presente no sangue é distribuído entre os órgãos, 
dependendo principalmente da afinidade pelo tecido específico. Níveis elevados têm 
sido encontrados na aorta, fígado e rins. A retenção do chumbo nos tecidos moles 
se estabiliza na vida adulta e pode decrescer em alguns órgãos com a idade, 
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contudo continua a se acumular nos ossos e na aorta durante toda a vida (Saryan e 
Zenz, 1994; Moraes, 2014). 
Em adultos, aproximadamente 95% da carga corpórea do chumbo encontra-
se nos ossos, visto que esse metal é um análogo biológico do cálcio, seu sítio 
primário de deposição é o tecido ósseo. Em face da meia vida longa para o chumbo 
nos ossos, esse compartimento serve como fonte endógena do metal para outros 
compartimentos, muito tempo depois de cessada à exposição (Moreira e Moreira, 
2004; WHO, 1995). A mobilização desse cátion para compartimentos sanguíneos, 
em mulheres grávidas, é de grande importância e constitui um risco para o feto e 
para mãe (WHO, 1995). 
 
 
1.1.5.3 Eliminação  
 
A eliminação do chumbo no organismo humano é lenta, com meia vida é de 
aproximadamente 10 anos (Moraes, 2014). Esse metal é excretado por diferentes 
vias, entre as quais, incluem-se: a excreção renal (75-80%) e a gastrintestinal (15%). 
Existem outras fontes de excreção que somadas correspondem 8%, são elas: suor, 
descamação cutânea, cabelo, as unhas e o leite materno (Tsalev e Zaprianov, 1985; 
Paoliello e Chasin, 2001; Moreira, 2014).  
Compreendidas a cinética e toxicologia do chumbo, uma abordagem acerca 
dos efeitos tóxicos desse metal nos diferentes sistemas do organismo far-se-à 
necessária.  
 
1.1.6  Efeito do Chumbo nos diferentes sistemas 
  
 
O chumbo caracteriza-se por ser um metal tóxico cumulativo que afeta vários 
sistemas do corpo, incluindo principalmente neurológico, hematológico, 
gastrointestinal, renal e cardiovascular (WHO, 2010), não havendo evidências de 
funções fisiológicas no organismo (Moreira e Moreira, 2004). 
Os mecanismos de toxicidade propostos envolvem vários processos 
bioquímicos, principalmente os que estão relacionados ao funcionamento de 
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membranas celulares e enzimas. As alterações no funcionamento de enzimas estão 
principalmente relacionadas às interações desse metal com os grupamentos sulfidril 
(-SH) de proteínas que estão intimamente relacionadas a ativação de proteínas 
quinases C, fazendo desse um dos principais mecanismos de toxicidade. Outro 
importante mecanismo de toxicidade do chumbo se dá pela sua capacidade de 
mimetizar o íon cálcio e interagir com diversas proteínas, como sua interação com a 
calmodulina através da interação com os grupamentos carboxilas (Moreira e 
Moreira, 2004). 
 O sistema nervoso é muito sensível à intoxicação por chumbo, sendo que a 
encefalopatia é um dos mais sérios acometimentos tóxicos induzidos pelo chumbo 
em adultos e crianças (Moreira e Moreira, 2004).  De forma geral, o chumbo pode 
alterar o desenvolvimento do intelecto de crianças, resultando em redução do 
quoeficiente de inteligência, baixo nível cognitivo, déficit de memória, e alterações 
comportamentais, tais como diminuição da atenção (Patrick, 2006; WHO, 2013). A 
neurotoxicidade ao chumbo ocorre principalmente por um aumento na liberação de 
neurotransmissores, desencadeada pela sua competição ou mimetização da ação 
do íon cálcio. Por este mecanismo, o chumbo promove alterações na entrada do 
cálcio na célula modificando a sinalização neuronal (Patrick, 2006). 
No sistema gastrointestinal, intoxicações leves ao chumbo podem 
desencadear diarréia, constipação intestinal, desconforto epigástrico pós-prandial e 
anorexia (Moraes, 2014).  Já exposições a altas concentrações de chumbo (40 e 
200 µg/dL) podem causar cólica saturnina, caracterizada por espasmos intestinais 
que provocam dores abdominais intensas (Paoliello e Chasin, 2001; Kosnett, 2007). 
O sistema hematológico também é um alvo importante da toxicidade do 
chumbo, comprometendo a síntese do heme e causando anemia. O chumbo 
apresenta grande afinidade ao grupo sulfidril das proteínas. A ligação do chumbo 
com o grupo–SH interfere na síntese do grupo heme, na molécula de hemoglobina, 
uma vez que o chumbo possui alta afinidade pelos eritrócitos (cerca de 99% do 
chumbo sanguíneo estão ligados às células vermelhas) (Lawton e Donaldson, 1991; 
Souza eTavares, 2009). Em situações de contato prolongado e/ou de exposição às 
altas concentrações de chumbo, esse metal é capaz de diminuir a síntese da 
hemoglobina e estimular a eritropoese levando assim ao quadro de anemia (Moreira 
e Moreira, 2004). 
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O sistema renal também é afetado pela ação tóxica do chumbo. Tanto 
exposições agudas quanto crônicas causam danos morfofuncionais renais em 
animais e humanos (WHO, 1995; Paoliello e Chasin, 2001; Patrick, 2006). A 
nefropatia plúmbica é caracterizada por um declínio progressivo da função renal 
geralmente acompanhada de hipertensão arterial (Moraes, 2014). Alguns estudos 
correlacionam a exposição ao chumbo, seus acometimentos renais e a elevação da 
pressão arterial, através do aumento da densidade de receptores beta adrenérgicos 
(Tsao et al., 2000) e em consequência uma maior atividade simpática e aumento da 
produção de renina; acréscimo da atividade da enzima conversora de angiotensina 
(ECA), que localmente causa produção de angiotensina II  (Sharifi et al., 2004). 
Além dos efeitos da exposição ao chumbo nos diferentes sistemas descritos 
acima, vale ressaltar a ação tóxica deste metal no sistema cardiovascular. Devido 
sua relevância para o presente estudo, este assunto será abordado a seguir. 
 
 
1.1.6.1 Efeitos Cardiovasculares 
 
Já está bem estabelecida pela Organização Mundial de Saúde que as 
doenças cardiovasculares, tais como a cardiopatia isquêmica e o infarto do 
miocárdio, lideram o ranking das principais causas de morte no mundo. Em 2011, 
aproximadamente 17 milhões de pessoas morreram em decorrência das doenças 
cardiovasculares no mundo, e em 2030 estima-se que mais de 23 milhões de 
indivíduos irão morrer por esse problema (WHO, 2013). Nesse contexto, a exposição 
aos metais pesados, em especial ao chumbo, pode contribuir para o surgimento e 
agravo desses processos patológicos.  Estudos populacionais prévios identificaram 
uma associação positiva entre a exposição ao chumbo e a prevalência de doenças 
cardiovasculares (Lustberg e Silbergeld, 2002; Navas-Acien et al., 2007 ). 
 Dentre as doenças cardiovasculares, múltiplos estudos em modelos animais 
(Vaziri, et al., 1997, 1999, 2003; Fioresi et al., 2014; Silveira et al., 2014; Simões et 
al., 2011; 2015) e populações humanas  (Kosnett et al., 2007; Navas-Acien et al., 
2008) têm mostrado relação entre a exposição ao chumbo e a hipertensão arterial. 
Alguns dos mecanismos propostos para explicar os efeitos do chumbo sobre a 
gênese da hipertensão arterial se justifica no fato de que esse metal está 
diretamente relacionado com o aumento da atividade simpática (Carmignani et al., 
Introdução 
 
 
36
2000) e da atividade da ECA plasmática (Fiorim et al., 2011; Simões et al., 2011); 
além de promover alterações nas células endoteliais (Fiorim et al., 2011; Silveira et 
al., 2014; Simões et al., 2015) e do músculo liso vascular (Marques et al., 2001). 
Nesse sentido, a administração crônica desse metal pode induzir a produção e 
liberação de endotelina (Khalil-Manesh et al., 1993), de radicais livres  (Fiorim et al., 
2012; Silveira et al., 2014; Simões et al., 2015) e diminuir a biodisponibilidade de 
óxido nítrico (NO) (Vaziri et al., 1997, 1999; Silveira et al., 2014; Simões et al., 2015). 
A exposição ao chumbo pode desencadear outros acometimentos 
cardiovasculares. Fioresi e colaboradores (2014) demonstraram aumento da 
contratilidade miocárdica em ratos expostos ao chumbo por 30 dias.  Estudos 
prévios do nosso grupo indicam também que este metal pode alterar a reatividade 
vascular em vasos de resistência (Simões et al., 2015) e condutância (Fiorim et al., 
2011, 2012; Silveira et al., 2014; Simões et al., 2015). Fiorim e colaboradores (2011) 
mostraram diminuição da reatividade vascular e aumento da biodisponibilidade de 
NO em aortas de animais expostos ao chumbo por sete dias. Já Silveira e 
colaboradores (2014), utilizando o mesmo modelo de administração controlada ao 
chumbo, evidenciaram aumento da reatividade vascular e diminuição da 
biodisponibilidade de NO em aortas após trinta dias de exposição ao metal.  Estes 
resultados controversos podem estar relacionados com o tempo de exposição ao 
metal, sete e trinta dias respectivamente. 
Apesar de vários estudos apontarem a exposição ao chumbo como fator de 
risco para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares os mecanismos pelos 
quais esse metal promove dano cardiovascular precisam ser melhores esclarecidos. 
No entanto, ainda são necessários estudos para determinar: as concentrações 
sanguíneas deste metal envolvidas no aumento da pressão arterial; as diferenças 
entre os efeitos das exposições agudas e crônicas e os mecanismos pelos quais o 
chumbo provoca estas alterações.  
 Assim, para melhor compreender os efeitos da exposição ao chumbo nos 
vasos sanguíneos, é necessária uma breve revisão sobre: músculo liso, endotélio 
vascular e das substâncias liberadas por este último, que participam na regulação do 
tônus vascular.  
 
1.2 MÚSCULO LISO VASCULAR 
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O tônus do músculo liso vascular é um fator determinante de resistência 
vascular. A regulação deste é realizada pelos fatores derivados do endotélio, 
pressão sanguínea, inervação e por estímulos hormonais. Para deflagrar a sua 
contração, as células musculares lisas vasculares requerem um aumento na 
concentração de Ca+2 citoplasmático. Este aumento pode resultar tanto do influxo do 
Ca+2 através de canais específicos da membrana citoplasmática, quanto de 
liberação dos estoques intracelulares, como o retículo sarcoplasmático. Deste modo, 
a oferta do Ca+2 à maquinaria contrátil será aumentada (Lincoln et al., 2001). 
Estudos prévios demonstraram que o tratamento com acetato de chumbo 
promove alterações no tônus vascular (Fiorim et al., 2011; Silveira et al., 2014; 
Simões et al., 2015). Estas alterações parecem ser decorrentes do desequilíbrio na 
produção dos fatores vasodilatadores e vasoconstrictores derivados do endotélio e 
aumentam o risco de desenvolvimento de doenças cardiovasculares. Neste 
contexto, torna-se essencial o conhecimento do endotélio e de algumas vias que 
participam do controle do tônus vascular. 
 
 
1.3 ENDOTÉLIO VASCULAR 
 
O endotélio é constituído por uma camada de tecido pavimentoso localizado 
entre o sangue o músculo liso vascular, servindo como uma barreira semi-
permeável, regulando o fluxo de nutrientes e substâncias. Além disso, o endotélio é 
fundamental no controle do tônus vascular por liberar vários fatores que modulam a 
contratilidade e o relaxamento do músculo liso vascular (Triggle, 2003; Kolluru et al., 
2010). 
Os principais fatores vasodilatadores produzidos pelo endotélio são: o óxido 
nítrico, o fator hiperpolarizante derivado do endotélio e a prostaciclina. Dentre os 
principais fatores contráteis estão: as prostaglandinas, os tromboxanos, a endotelina 
I, a angiotensina II e as espécies reativas do oxigênio (EROS) (Félétou e Vanhoutte, 
2009). A Figura I elucida os fatores relaxantes e contráteis derivados do endotélio. O 
equilíbrio na produção desses mediadores é importante para regulação do tônus 
vascular. Já está bem esclarecido na literatura científica que a exposição ao chumbo 
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promove alterações endoteliais e estas podem ser fortemente associadas à 
hipertensão arterial, com um concomitante aumento de morbidades e mortalidade 
(Triggle et al., 2003). 
Fiorim e colaboradores (2011) mostraram que o tratamento com acetato de 
chumbo por sete dias alterou a função endotelial de aorta de ratos. Estas alterações 
parecem ser decorrentes do aumento da biobisponibilidade de NO e da participação 
dos canais para K+. Neste sentido torna-se necessária uma abordagem sobre o 
óxido nítrico, canais para K+ e o receptor da Angiotensina II do subtipo AT2, 
considerando este último uma das possíveis vias pelo qual o chumbo poderia estar 
aumentado a biodisponibilidade de NO. 
 
 
Figura I: Fatores relaxantes e contráteis derivados do endotélio. 20-HETE, o ácido 20-
hidroxieicosatetraenóico; KCa, canais para potássio ativados por cálcio; COX, ciclooxigenase;  LOX, 
lipooxigenase; EC, células endoteliais; EDCFs, fatores vasoconstritores derivados do endotélio; 
EDRFs, fatores vasodilatadores derivados do endotelio; EETs, ácidos epoxieicosatrienoicos; NOS, 
óxido nítrico; H2O2, o peróxido de hidrogénio; NOX, NAD(P)H-oxidase; P450-2C 2J ou 4A, o 
citocromo P450; PGI2, prostaciclina; PGs, prostaglandinas;  ROS, espécies reativas de oxigênio; 
SOD, superóxido-dismutase; ET-1, endotelina; VSMC, célula do músculo liso vascular; XO, xantina 
oxidase; H2S, sulfeto de hidrogênio. (Fonte: Félétou e Vanhoutte, 2009). 
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1.4 ÓXIDO NÍTRICO 
 
O NO é um radical livre inorgânico altamente reativo, em estado gasoso, o 
que o permite difundir facilmente pelas membranas celulares promovendo 
vasodilatação. Sua síntese resulta da oxidação de um dos dois nitrogênios da L-
arginina que é convertido em L-citrulina, reação que é catalisada pela óxido nítrico 
sintase (NOS). Em condições fisiológicas o relaxamento ocorre pela estimulação de 
receptores (da acetilcolina, bradicinina, adenosina difosfato, substância P, 
serotonina e outros) na membrana das células endoteliais ou quando há um 
aumento do atrito das células circulantes na camada endotelial levando a ativação 
da NOS e consequente produção de NO (Fèlètou e Vanhoutte, 2009). 
Este radical livre está envolvido regulação do crescimento celular, além de 
possuir ação inibitória sobre a adesão e agregação plaquetária (Moncada et al., 
19991; Cannon III, 1998) (Figura II). 
 
 
 
Figura II: Efeitos NO endotelial. A estimulação de receptores endoteliais e o estresse de 
cisalhamento estimulam a produção do NO, o qual age na própria célula endotelial ou em 
células adjacentes, como as células musculares lisas, leucócitos e plaquetas encontrados 
na corrente sanguínea, resultando em numerosos efeitos envolvidos na homeostase 
vascular (Rattmann, 2009). 
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O NO, produzido pelas células endoteliais se difunde rapidamente para as 
células musculares lisas onde ativa a enzima guanilato ciclase solúvel. Quando 
ativada, esta enzima promove a formação de monofosfato cíclico de guanosina 
(GMPc) a partir do trifosfato de guanosina (GTP). O aumento da concentração de 
GMPc leva à ativação da proteína quinase G (PKG), que atua por diversos 
mecanismos, promovendo o relaxamento da musculatura lisa vascular (Moncada et 
al., 1991., Cannon III., 1998).  
 A PKG ativa canais para K+ dependentes de Ca+2, inibindo assim a entrada de 
Ca+2 do conteúdo extracelular pelos canais de cálcio dependentes de voltagem, 
hiperpolarizando a membrana. Esta proteína quinase pode atuar também no retículo 
sarcoplasmático (SERCA) estimulando a recaptação do Ca+2, na fosforilação da 
cadeia leve da miosina, tornando-a menos sensível aos íons Ca+2 e no trocador 
Na+/Ca+2 na membrana plasmática (estimulando a saída de Ca+2) (Lincoln et al., 
2001). O NO promove ainda a ativação direta de canais de K+, levando a 
hiperpolarização da célula muscular lisa (Bolontina et al.,1994; Félétou e Vanhoutte, 
1999, 2010). Todos estes mecanismos contribuem para a diminuição da Ca+2 
intracelular, e conseqüentemente no relaxamento do músculo liso vascular 
(Moncada et al., 1991., Cannon III, 1998; Lincoln et al., 2001;Triggle et al., 2003 ) 
(Figura III).  
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Figura III: Via de produção do óxido nítrico (NO) pela enzima eNOS.  Esta via pode ser 
ativada após a estimulação de receptores das células endoteliais em cuja via de sinalização 
ocorra o aumento da concentração intracelular do Ca2+. Dentre os agonistas pode-se citar a 
acetilcolina (ACh), substância P (SP), bradicinina (BK), e adenosina trifosfato (ATP). Após a 
liberação pelas células endoteliais, este mediador exerce sua ação nas células musculares 
lisas, através da produção dos segundo mensageiro, GMPc, ou ainda através da 
hiperpolarização (modificado de Rattmann, 2009). 
 
 
 Já está bem estabelecido na literatura que a exposição ao chumbo pode 
alterar a biobisponibilidade de NO, entretanto os achados são ambíguos.  Estudos 
de exposição crônica ao chumbo têm demonstrado diminuição da biodisponibilidade 
de NO (Silveira et al., 2014; Simões et al., 2015), outros achados, como de Fiorim et 
al., (2011) relatam aumento da biodisponibilidade de NO após sete dias de 
exposição ao chumbo. 
Mediante ao exposto e sabendo que o NO induz a vasodilatação através de 
diferentes vias, incluindo a ativação de canais para K+, uma breve revisão sobre os 
canais para K+ torna-se-a necessária. 
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1.5 CANAIS PARA POTÁSSIO  
 
O potássio (K+) é o íon mais abundante no meio intracellular, com maior 
permeabilidade e influência sobre o potencial de membrane (Pm). Como a 
concentração intracelular de K+ é muito maior que a concentração extracelular, a 
abertura dos canais para K+ induz efluxo deste íon e, consequentemente, uma 
alteração do Pm em direção a valores mais negativos (repolarização ou 
hiperpolarização) (Haddy et al; 2006; Nelson e Quayle, 1995). Assim, os canais para 
K+ desempenham papel chave na regulação do tônus do músculo liso vascular 
(Nelson e Quayle, 1995; Félétou e Vanhoutte, 2006, 2009; Dias et al., 2014). 
A abertura dos canais para K+ do endotélio e MLV contribuem para a 
manutenção do potencial de membrana, através do efluxo de K+, resultando em 
hiperpolarização da membrana. Em um Pm mais negativo os canais para Ca+2 
voltagem-dependentes fecham-se diminuindo a entrada do íon cálcio, promovendo a 
vasodilatação. Ao contrário, quando os canais para K+ são inibidos há uma 
despolarização da membrana celular que ocasiona a abertura dos canais para Ca+2, 
com consequente aumento da concentração de cálcio intracellular e vasoconstrição 
(Nelson e Quayle, 1995; Sobey, 2001; Ko et al; 2008). 
As CMLV, in vitro, apresentam em Pm entre -40 e -60 mv quando submetidas 
a uma pressão intravascular normal.  Segundo Nelson e Quayle, (1995), o Pm do 
MLV primariamente regula a contratilidade através da alteração do influxo de cálcio 
pelos canais para Ca+2 voltagem-dependentes. Todavia, o Pm pode também regular 
a entrada de Ca+2 através do trocador Na+/Ca+2, bem como pode influenciar a 
liberação de Ca+2 através da produção de trifosfato de inositol. Uma despolarização 
ou hiperpolarização de 3 mV do potencial de membrana da CMLV, pode alterar o 
influxo de Ca+2 para o sarcoplasma. Assim, qualquer agente farmacológico ou 
fisiológico que alterar o Pm da CMLV poderá ocasionar uma alteração significante 
no diâmetro do vaso. 
Neste contexto, a hiperpolarização da membrana através da abertura de 
canais para K+, promove vasodilatação e constitui um importante mecanismo na 
diminuição da pressão arterial (Nelson e Quayle, 1995). Todavia, a inibição dos 
canais para K+ causa despolarização levando a vasoconstrição (Nelson e Quayle, 
1995). Então, alterações nas funções dos canais para K+ do MLV poderiam estar 
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envolvidas na gênese de doenças como hipertensão arterial sistêmica (Sobey, 2001; 
Callera et al; 2004) e diabetes (Kamata et al; 1989). 
 
 
1.5.1 Subtipos de Canais para Postássio 
 
Já está bem estabelecido na literatura científica que os canais para K+ 
expressos no endotélio e músculo liso vascular contribuem para a manutenção do 
potencial de membrana, através do efluxo de K+, resultando em hiperpolarização da 
membrana e consequente vasodilatação. Por outro lado, a inibição desses canais 
leva à despolarização da membrana e à vasoconstrição. Quatro subtipos de canais 
para K+ foram identificados e são os responsáveis por executar esta função: os 
canais para K+ voltagem dependentes (Kv); os canais para K+ retificador (Kir); os 
canais para K+ sensíveis ao ATP (KATP) e os canais para K+ ativados  por alterações 
de Ca+2 intracelular, que podem ser subdivididos em: canais para K+ ativados por 
cálcio de larga condutância (BKCa); os canais para K+ ativados por cálcio de 
intermediária condutância (IKCa); os canais para K+ ativados por cálcio de baixa 
condutância (SKCa); (Nelson e Quayle, 1995; Ledoux et al., 2006; Félétou e 
Vanhoutte, 2006, 2009).  
 
 
1.5.1.1 Canais para K+ Voltagem dependentes (Kv) 
 
 Os  Kv presentes nas membrana celular do MLV são ativados pela 
despolarização da membrana quando esta atinge o Pm situado entre os -35mv e os 
-55mv. A função de Kv estaria então relacionada a limitação da despolarização e a 
manutenção do potencial de repouso da membrana celular com conseqüente 
controle do tônus vascular (Sobey, 2001). 
Os Kv apresentam uma estrutura tetramérica composta por seis domínios 
transmembrana (S1-S6) que formam a subunidade α. O domínio S4 forma o sensor 
de voltagem deste canal. Entre os domínios S5-S6 encontra-se a região H5 ou poro, 
por onde o canal é permeável ao K+. Na arquitetura deste canal ainda está presente 
uma subunidade β que possivelmente serve para ancorar o canal à membrana 
(Nelson e Quayle, 1995). 
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Estudos prévios mostram que várias subfamílias de Kv tem sido identificadas 
e são expressas em CMLV de diversos vasos (Nelson e Quayle, 1995;Tammaro et 
al; 2004). Tammaro et al., (2004) sugeriram em seu trabalho que Kv2.1 seria o maior 
responsável pelas as correntes de K+ em aorta de ratos. Estes pesquisadores 
atribuíram a esta isoforma a capacidade de modulação da atividade contrátil da 
aorta. Em adição, Dias et al., (2014) também mostraram maior participação dos Kv 
em aorta de ratos machos. 
Os Kv podem ser inibidos de forma seletiva pela 4-aminopiridina (Nelson e 
Quayle, 1995). As vias de sinalização envolvidas na ativação dos Kv incluem: a 
proteína quinase A (PKA) dependente de adenosina monofosfato cíclico (AMPc), 
que está relacionada ao mecanismo de ação de vasodilatadores semelhantes a 
adenosina, prostaglandina 2 (PGI2), o NO via guanosina monofosfato cíclico 
(GMPc); e a diminuição do pH, que é descrito ativando os Kv em miócitos de 
coronária. As vias de inativação dos Kv são: a proteína quinase C (PKC); o aumento 
da concentração de Ca+2 intracelular; assim como, as Rho quinases (Sobey, 2001; 
Jackson, 2005). 
 
 
1.5.1.2 Canais para K+ dependentes de Cálcio (KCa) 
 
 Estes canais foram assim definidos tendo por base a sua ativação pelo 
aumento da concentração de Ca+2 intracelular. Todavia, estes
 
também aumentam 
sua atividade com a despolarização e por ação de alguns estímulos vasodilatadores. 
Os KCa são subdivididos em: canais para K+ ativados por cálcio de larga condutância 
(BKCa); os canais para K+ ativados por cálcio de baixa condutância (SKCa) e de 
intermediária condutância (IKCa) (Nelson e Quayle, 1995; Wrzosek, 2009; Ledoux et 
al., 2006; Félétou e Vanhoutte, 2006, 2009). 
 
1.5.1.2.1 Canais para K+ ativados por cálcio de larga condutância (BKCa) 
 
Os BKCa são denominados canais para potássio ativados por cálcio de larga 
condutância (200 – 250 pS) e estão envolvidos na regulação do tônus miogênico, 
contribuindo para o controle da RVP e regulação do potencial de membrana do MLV  
(Ledoux et al; 2006; Félétou e Vanhoutte, 2009). 
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Estruturalmente, os  BKCa são divididos em duas subunidades alfa e beta. A 
subunidade alfa do canal possui 11 domínios transmembrana (S0 – S10).  Assim, 
comparados a outros canais para K+, a região S4 forma o sensor deste canal e 
região do poro está localizada nos domínios S5 – S6. Estudos prévios consideram a 
subunidade alfa do BKCa um local de grande afinidade às variações da concentração 
de Ca+2 intracelular e poderia ser considerado um sítio de ligação para o cálcio 
(Ledoux et al; 2006; Ko et al; 2008). 
  Segundo Ledoux et al; (2006) a subunidade β do BKCa interage com o 
domínio S0 da subunidade α aumentando a voltagem e a sensibilidade dos BKCa. 
Recentemente, foram identificadas quatro subunidades β do BKCa (1 - 4), mas a 
subunidade predominante em MLV é a β1. 
Os BKCa estão co-localizados aos receptores de rianodina do retículo 
sarcoplasmático e no sarcolema, nas proximidades do retículo sarcoplasmático.  
Esta distribuição dos BKCa na membrana da célula do  MLV que permite aos 
mesmos entrarem em contato com o Ca+2 liberado através dos  sparks de Ca+2 (> 10 
µM) (Ledoux et al; 2006; Félétou e Vanhoutte, 2009 ).  
 Conceitualmente os sparks são liberações de Ca+2 resultantes da abertura 
dos canais para rianodina do retículo sarcoplasmático que geram uma grande 
elevação da concentração de Ca+2 (10 – 100 µM) em uma área restrita da célula 
(cerca de 1% do volume celular).  Funcionalmente, os sparks aumentam a 
concentração local de Ca+2 e ativam os BKCa. Estes canais promovem o efluxo de K+ 
e causam hiperpolarização da membrana (Figura IV). Por outro lado, a inibição dos 
sparks por bloqueio dos receptores de rianodina, ou dos canais BKCa por iberiotoxina 
(inibidor seletivo dos BKCa), induz à despolarização da membrana, ativação dos 
canais para Ca+2 voltagem dependentes do tipo L, promovendo a vasoconstrição 
(Ledoux et al; 2006; Félétou e Vanhoutte, 2009). 
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Figura IV: Distribuição espacial e funcional dos canais para potássio dependentes de cálcio (KCa). Os 
três subtipos de KCa, os BKCa, IKCa e canais SKCa, estão presentes na parede vascular, mas com a 
localização muito específica. Os BKCa estão expressos  no MLV, próximos ao retículo 
endoplasmático. Os IKCa e SKCa  (especialmente a subunidade α SK3) são constitutivamente 
expressas em células endoteliais.  Os SKCa estão difusamente distribuídos  nas junções endoteliais, 
especialmente na região das caveolas, e estão associados com várias conexinas (Cxs). Os IKCa são 
preferencialmente localizadas nas junções mioendoteliais. ACh, a acetilcolina; BK, bradicinina; PE, 
fenilefrina; RyR, receptor ryanodine; SP, substância P; Na + / K + -ATPase e canais para potássio 
retificadores de influxo (KIR) (Fonte: Félétou e Vanhoutte, 2009). 
 
 
De maneira resumida, as vias de ativação dos BKCa incluem: despolarização, 
aumento da [Ca+2]cit, NO, monóxido de carbono (CO), PKA e PKG. Por outro lado, 
estes canais são inibidos por hiperpolarização, diminuição da [Ca+2]cit e PKC 
(Félétou e Vanhoutte, 2006; Wrzosek, 2009; Félétou, 2009). Está bem estabelecida 
na literatura científica que algumas substâncias derivadas do endotélio estão 
envolvidas na modulação da atividade dos BKCa no MLV. O NO é capaz de ativar 
diretamente (Bolotina et al., 1994)
 
e indiretamente os BKCa. Neste último caso 
impedindo a formação de um inibidor endógeno (Alonso-Galicia et al. 1997; Sun et 
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al., 1998).  Já as espécies reativas de oxigênio são consideradas uma influência 
modulatória negativa sobre a atividade dos BKCa em doenças cardiovasculares 
(Félétou, 2009). 
Estudos mostram que os BKCa podem ser inibidos por bloquadores não 
específicos como o TEA e a caribdotoxina. Entretanto, a Iberiotoxina, uma toxina do 
escorpião, é considerada o bloqueador mais específico destes canais (Callera et al 
2004; Tammaro et al. 2004; Ledoux et al. 2006). 
 
1.5.1.2.2 Canais para K+ ativados por cálcio de Baixa condutância (SKCa) e  
intermediária condutância (IKCa) 
 
Os canais SKCa são denominados canais para potássio ativados por cálcio de 
baixa condutância (10 - 40 pS) e estão envolvidos no controle do tônus vascular e da 
pressão arterial (Ledoux et al; 2006). Quatro famílias de SKCa foram identificadas 
(SKCa 1- 4). Os canais SKCa 1, 2 e 3 são descritos como canais de baixa 
condutância. Já SKCa 4 também é conhecido como IKCa pois possui condutância 
intermediária (Ledoux et al; 2006).  
Estruturalmente o canal é formado por seis domínios transmembrana (S1 – 
S6) com terminações amino e carboxila no meio intracelular. A região do poro está 
localizada na região S5-S6 de forma similar ao que acontece com as demais 
isoformas de canais para potássio (Ledoux et al., , 2006).  
 Os SKCa são expressos em neurônios, epitélio, endotélio vascular, e em 
vários tipos de músculo liso, mas são pobremente expressos em MLV. A subunidade 
SKCa3 é constitutivamente expressa nas células endoteliais (Ledoux et al., 2006; 
Félétou, 2009). Os SKCa e IKCa (SKCa 4) apresentam uma localização espacial 
diferente nas células endoteliais Os SKCa estão difusamente distribuídos nas junções 
endoteliais, especialmente nas regiões das cavéolas, e estão associados com várias 
conexinas (Cxs). Já os IKCa (SKCa 4)  são preferencialmente localizadas nas junções 
mioendoteliais. (Figura IV) (Félétou, 2009).  
   Funcionalmente, a ativação dos SKCa devem-se ao aumento da [Ca+2]cit e a 
inibição destas se dá pela diminuição da [Ca+2]cit.  Vale ressaltar  que a abertura do 
poro de SKCa é independente do potencial de membrana  e extremamente 
dependente da concentração de Ca+2 e da participação da calmodulina (Figura IV) 
(Ledoux et al., 2006; Félétou, 2009). A calmodulina está ligada à terminação 
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carboxila do SKCa, conferindo ao canal a sensibilidade ao cálcio. A ligação do cálcio 
com a calmodulina induz uma mudança conformacional do canal que leva a abertura 
do poro (Ledoux et al., 2006). 
 Estudos prévios mostram que a apamina, uma toxina extraída da abelha, é 
capaz de inibir seletivamente os SKCa 1 a 3. Já os IKCa (SKCa 4) podem ser inibidos 
não seletivamente pela caribdotoxina, toxina extraída do veneno de escorpião 
(Ledoux et al., 2006; Félétou, 2009). 
 
 
1.5.1.3 Canais para K+ sensíveis ao ATP (KATP) 
 
Os canais para K+ sensíveis a adenosina trifosfato (ATP) são assim 
nomeados tendo por base a sensibilidade para o ATP intracelular que inibe a sua 
atividade. Por outro lado, o aumento da adenosina difosfato (ADP) intracelular é 
capaz de ativar o KATP. Desta forma, o KATP responde as alterações do estado 
metabólico da célula (Nelson e Quayle, 1995; Sobey, 2001). 
A diminuição da Pa02, do pH e vasodilatadores como adenosina, PGI2, CGRP 
e NO podem ativar os KATP através da fosforilação das proteínas quinase A e G, bem 
como aumento dos níveis de AMPc e GMPc. Ao contrário, vasoconstritores como 
norepinefrina, vasopressina, endotelina e angiotensina II fecham estes canais 
através da ativação da PKC e elevação da [Ca+2]cit (Nelson e Quayle, 1995; Jackson, 
2005; Fozard  e Manley, 2001). 
Os KATP estão localizados no MLV e de forma similar aos demais canais para 
K+, os estímulos capazes de ativar a corrente através de KATP promovem a 
hiperpolarização da membrana que possibilita o fechamento dos canais voltagem-
dependentes de Ca+2, ocasionando uma redução nas [Ca+2]cit e vasodilatação. 
Assim, estes canais contribuem para regulação do tônus vascular e do fluxo 
sanguíneo (Nelson e Quayle, 1995; Sobey, 2001). 
Estudos prévios mostram o envolvimento dos KATP na gênese de doenças 
cardiovasculares como hipertensão e diabetes (Nelson e Quayle, 1995; Fozard e 
Manley, 2001). Segundo Dick e Tune (2009), os KATP são importantes na 
vasodilatação coronariana, mediante situação de isquemia. 
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 Alguns trabalhos sugerem que a glibenclamida, um bloqueador seletivo 
destes canais, tem sido considerada um importante mecanismo de investigação do 
papel dos KATP na função celular (Nelson e Quayle, 1995; Ko et al; 2008). 
 
1.5.1.4 Canais para K+ retificadores de influxo (KIR) 
 
Os canais para K+ retificadores de influxo (KIR) são assim nomeados, pois 
atuam retificando o influxo de K+. Estes canais permitem o influxo de K+ à medida 
que a membrana da célula se hiperpolariza e o efluxo de K+ à medida que a célula 
se despolariza. Vale ressaltar que os KIR são ativados pela hiperpolarização da 
membrana, em contraste aos Kv e KCa que são ativados por despolarização (Nelson 
e Quayle, 1995; Jackson, 2000).  
Estruturalmente, este canal é considerado um tetrâmero e constituído por 
várias subfamílias. A subfamília KIR 2.0 apresenta propriedade retificadora. Sugere-
se que o KIR 2.1, mas não KIR 2.2 ou KIR 2.3, seja expressa no MLV. Estes canais 
são abundantes em vasos de resistência como as mesentéricas, coronárias e 
arteríolas cerebrais (Nelson e Quayle, 1995; Ko et al; 2008).  Assim, acredita-se que 
os KIR contribuam para a manutenção do Pm e tônus de repouso em vasos de 
pequeno diâmetro (Nelson e Quayle, 1995; Jackson, 2000; Sobey, 2001). A 
regulação do Pm impossibilita a hiperpolarização da membrana para valores mais 
negativos que o potencial de equilíbrio do K+, mantido pela atividade da Na+-K+-
ATPase, minimizando a perda celular de K+ e, desta forma reduzindo o gasto 
energético durante a sustentada despolarização da membrana. Além disso, estes 
canais
 
seriam ativados em resposta ao aumento da concentração extracelular de K+ 
ocasionando vasodilatação (Nelson e Quayle, 1995). 
 Os KIR podem ser ativados por hiperpolarização e aumento da concentração 
de K+ extracelular. Contudo, podem ser inibidos pela despolarização e diminuição do 
K+ extracelular.  Esta bem estabelecida na comunidade científica que estes canais 
podem ainda ser bloqueados seletivamente utilizando uma concentração 50 µM do 
íon bário (Ba+2) (Nelson e Quayle, 1995; Jackson, 2000). Estudo prévio sugere que 
os KIR estão envolvidos em doenças cardiovasculares como a hipertensão arterial e 
a aterosclerose (Nelson e Quayle, 1995). 
Conhecidos os principais canais para K+ expressos no endotélio e no MLV 
que contribuem para manutenção do tônus vascular e considerando os achados de 
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Fiorim e colaboradores (2011) de aumento de biodisponbilidade de NO após a 
exposição por sete dias ao chumbo, por conseguinte, torna-se necessária uma 
abordagem sobre o receptor da Angiotensina II do subtipo AT2, considerando este 
último uma das possíveis vias pelo qual o chumbo poderia estar aumentado a 
biodisponibilidade de NO. 
 
 
1.6 RECEPTOR DA ANGIOTENSINA II DO SUBTIPO AT2 
 
A cascata de produção da Angiotensina II advém de reações ocorridas 
inicialmente na circulação renal e depois na circulação sistêmica. Esta via de 
ativação se inicia com a liberação de renina pelas células justaglomerulares das 
arteríolas aferentes renais quando estimuladas por uma redução da pressão arterial 
ou desequilíbrio hidro-eletrolítico. Assim, a pré-pró-renina, um peptídeo não ativo, se 
transforma em pró-renina. Posteriormente, a pró-renina, através da proteólise celular 
transforma-se em renina. Esta, ao ser liberada, irá atuar sobre o angiotensinogênio, 
que será clivado, gerando a angiotensina I. Esta, por sua vez, sofrerá ação da 
enzima conversora de angiotensina (ECA) no pulmão, originando a angiotensina II 
(Crackower et al., 2002; Touyz e Schiffrin, 2000).  
A ECA existe no plasma, como um hormônio circulante e se expressa em 
diversos tecidos como o endotélio vascular, o endotélio dos túbulos proximais renais, 
coração, pulmão, rim, adrenal, e orgãos reprodutivos. Seu papel é promover a 
clivagem dipeptídica carboxi-terminal de alguns peptídios atuando assim, na 
regulação do tônus vascular pela conversão do peptídeo inativo angiotensina I em 
angiotensina II, além de inativar a bradicinina (vasodilatadora) e a substância P. 
(Touyz e Schiffrin, 2000). 
A angiotensina II exerce efeitos locais, como nos vasos sanguíneos, rins, 
coração e sistema endócrino. Esta enzima realiza ainda importante papel na 
regulação da pressão sanguínea (Griedling et al., 1996; Crackower et al., 2002; 
Lacolly et al., 2009).  
Os efeitos da angiotensina II sobre o organismo são mediados por receptores 
específicos da membrana, o receptor de angiotensina do subtipo 1 (AT1) e o receptor 
de angiotensina do subtipo 2 (AT2). A maioria das ações fisiológicas da Ang II, quase 
todas prejudiciais, são mediadas via receptor AT1. Em contraste, sua interação com 
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receptor AT2 modula negativamente as ações dos receptores AT1 na maioria das 
circustâncias e geralmente possuem efeitos benéficos (Shetal e Carey, 2013). 
  
A união entre da angiotensina II com o receptor AT1 culmina em contração do 
músculo liso vascular (Griendling et al., 1996; Touyz e Schiffrin, 2000; Garrido e 
Griendling, 2009). Por outro lado, a interação da angiotensina II com o receptor AT2 
está relacionada com a liberação de NO promovendo vasodilatação, efeitos 
antiproliferativos e apoptose. (Griendling et al., 1996; Steckelings et al., 2005). 
  Os receptores AT2 são expressos em níveis elevados no feto, mas sua 
expressão parece diminuir amplamente após do período neonatal em alguns tecidos. 
Em adultos, estes receptores são expressos nos rins, córtex adrenal, ovários, útero, 
coração e sistema vascular, especialmente o endotélio. Já está bem estabelecido na 
literatura científica o aumento da expressão do receptor AT2 em condições como 
injúria vascular, infarto do miocárdio, insuficiência cardíaca e insuficiência renal 
(Griendling et al., 1996; Steckelings et al., 2005). 
 A união entre da angiotensina II com o receptor AT2 ativa a via de produção 
do NO e GMPc que estão envolvidos no processo de relaxamento do MLV. Estudos 
prévios demonstraram que a vasodilatação induzida pelo receptor AT2 pode ser 
mediada pela ativação da cascata bradicinina, NO e GMPc (Yayama et al., 2006; 
Shetal e Carey, 2013). A Figura 4 mostra que a estimulação dos receptores AT2 
aumenta produção local de bradicinina em vasos, que por sua vez, estimula 
receptores B2 para ativar a cascata NO / cGMP (Shetal e Carey, 2013). A 
bradicinina, pode induzir a fosforilação da eNOS nas Ser1177 e Ser633 através da 
ativação da proteína quinase A (PKA) (Yayama et al., 2006)  e na Ser1177 através da 
ativação da proteína serina treonina quinase (Akt) (Shetal e Carey, 2013). Vale 
ressaltar que o receptor AT2 pode aumentar a produção de NO de maneira direta, 
independente da produção bradicinina (Shetal e Carey, 2013). 
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Figura V: Vasodilatação induzida pelo receptor AT2, mediada pela ativação da cascata 
bradicinina, NO e GMPc. A estimulação dos receptores AT2 aumentam produção local de 
bradicinina em vasos, que por sua vez, estimula receptores B2 para ativar a cascata NO / 
cGMP.  Bradicinina (BK), receptor de bradicinina 2 (BK B2), Calicreína, CGs (guanilato 
ciclase solúvel), monofosfato cíclico de guanosina (GMPc), trifosfato de guanosina (GTP) 
(Shetal e Carey, 2013). 
 
Estudos recentes mostram que os receptores AT2 desempenham um papel de 
contra-regulação benéfica sobre a função cardiovascular.  A expressão e/ou 
atividade reduzida dos receptores AT2 podem contribuir para o processo de 
formação de edema, inflamação e fibrose levando a danos no tecido cardiovascular 
e o agravamento de doenças como a hipertensão arterial. Os efeitos vasodilatador e 
hipotensor da ativação dos receptores AT2 podem ser visualizados a curto e em 
longo prazo e não estão associados à dessensibilização dos receptores, tornando-os 
assim um potencial alvo terapêutico (Shetal e Carey., 2013). 
 Diversos estudos mostram que a exposição ao chumbo promove alterações 
do sistema renina- angiotensina (Boscolo e Carminghani, 1988; Vaziri et al., 2001), 
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incluindo o aumento da atividade da ECA plasmática (Sharifi et al., 2004; Fiorim et 
al., 2011; Simões et al., 2011).  Uma pesquisa realizada com sete dias de exposição 
ao chumbo mostrou aumento da atividade da ECA plasmática, sugerindo 
consequente aumento dos níveis de angiotensina II nos animais expostos ao metal. 
Somam-se a esses achados uma correlação positiva entre o aumento da atividade 
da ECA e o aumento da PAS, sugerindo que o sistema renina angiotensina seja o 
mediador das alterações da pressão arterial (Fiorim, 2011). 
Já está bem estabelecido na literatura que a angiotensina II aumenta a 
biodisponibilidade de NO em de aorta torácica (Pueyo et al,1998; Yayama et al, 
2006).  Considerando que o tratamento por sete dias com acetato de chumbo 
aumentou a ECA plasmática e a biodisponibilidade de NO em aorta de ratos (Fiorim 
et al., 2011), poderíamos especular o envolvimento dos receptores AT2 neste 
aumento de biodispobibilidade de NO nos animais chumbo. 
 
 
2. JUSTIFICATIVA  
 
Atualmente, a exposição ao chumbo está sendo reconhecida como um sério 
problema de saúde ocupacional e ambiental. Assim, os estudos da exposição à 
baixas concentrações de chumbo, mesmo que conduzidos em animais, podem 
despertar a atenção dos órgãos públicos responsáveis pelo controle da emissão 
deste metal, assim como para uma revisão dos valores considerados limites de 
exposições ocupacionais e não ocupacionais.  Nos últimos anos, estudos realizados 
em nosso laboratório tentam elucidar os efeitos tóxicos do chumbo sobre o sistema 
cardiovascular, em plumbemia inferior ao limite estabelecido pelas legislações 
internacionais (Fiorim et al., 2011, 2012; Silveira et al., 2014; Fioresi et al., 2014; 
Simões et al, 2011, 2015). 
 Fiorim e colaboradores (2011) mostraram que a exposição ao chumbo, 
mesmo em baixa concentração sanguínea (~10µg/dL), aumentou a PAS, diminuiu a 
reatividade vascular e aumentou a biodisponibilidade de NO em aortas de ratos. Os 
principais achados do referido trabalho conduziram os autores a novos 
questionamentos.  Por qual via o acetato de chumbo, em baixa concentração e na 
fase inicial de exposição (sete dias), poderia aumentar a biodisponiblidade de NO e 
assim, diminuir a resposta à fenilefrina? 
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Sabendo que o NO induz a vasodilatação através de diferentes vias, incluindo 
a ativação de canais para K+ (Bolontina et al., 1994; Félétou, 2009), seria possível 
que a redução de reatividade vascular , atribuída a maior liberação de NO, observada  
nos animais expostos ao Pb envolveria a ativação de canais para potássio? 
 Além disso, estudos prévios mostram que a angiotensina II pode aumentar a 
biodisponibilidade de NO em de aorta torácica (Pueyo et al,1998; Yayama et al, 
2006).  Considerando que o chumbo aumentou a ECA plasmática e a 
biodisponibilidade de NO em aorta de ratos (Fiorim et al., 2011), poderíamos 
especular também que a angiotensina II, via receptores AT2, estaria promovendo o 
aumento de NO.  
Portanto, diante das considerações acima, o presente estudo levanta duas 
hipóteses: (1) Estaria o receptor da Angiotensina II do subtipo AT2 envolvido no 
aumento da biodisponibilidade de NO nos animais chumbo? (2): Seria possível o NO 
induzir vasodilatação através de uma maior ativação dos canais para K+ nos animais 
chumbo? 
Desta forma, um estudo sobre o envolvimento dos receptores AT2 no aumento 
da biodisponibilidade de NO e a participação dos canais para K+ em aorta de ratos 
expostos ao chumbo perfazem os objetivos do presente trabalho. 
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3 OBJETIVOS  
 
 
3.1 OBJETIVO GERAL 
Avaliar se via receptores AT2, o acetato de chumbo, em baixa concentração e 
na fase inicial de exposição (sete dias), poderia aumentar a biodisponiblidade de NO 
e assim, diminuir a resposta à fenilefrina. 
Sabendo que o NO induz a vasodilatação através de diferentes vias, incluindo 
a ativação de canais para K+, o presente estudo objetivou também investigar a 
participação dos canais para K+ em aorta de ratos expostos ao chumbo. 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 Analisar se o tratamento por sete dias com acetato de chumbo promove alteração 
na reatividade vascular à fenilefrina; 
 Verificar se o chumbo altera o relaxamento vascular dependente e independente 
do endotélio; 
 Estudar participação do óxido nítrico e do receptor AT2 na reatividade vascular à 
fenilefrina. 
 Avaliar se via receptores AT2, o chumbo estaria promovendo aumento da 
biodisponibilidade de NO. 
 Estudar a participação do óxido nítrico e dos canais para K+ na resposta de 
relaxamento dependente do endotélio. 
 Verificar a participação dos canais BKCa e Kv na resposta de relaxamento 
independente do endotélio. 
 Analisar se o tratamento de sete dias com acetato de chumbo altera a liberação 
basal e estimulada de óxido nítrico nos anéis de aorta torácica. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS 
 
Neste estudo foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus novergicus 
albinus), machos com aproximadamente três meses de idade, pesando entre 250 e 
300 g, cedidos pelo biotério do Programa de Pós-Graduação em Ciências 
Fisiológicas da Universidade Federal do Espírito Santo - UFES. Tais animais foram 
mantidos em gaiolas sob condições de controle de temperatura e um ciclo claro-
escuro de 12 horas, tendo livre acesso à água e à ração. 
O uso e cuidado desses animais experimentais foram realizados de acordo 
com os princípios éticos da pesquisa com animais, estabelecidos pelo Colégio 
Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA-1991). Todos os protocolos 
experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação e Uso de 
Animais da Universidade Federal do Espírito Santo (CEUA-UFES 052/2011). 
 
4.1.1 Modelo Experimental 
 
Os ratos foram divididos de forma aleatória em dois grupos experimentais: 
Controle e Chumbo. Os animais do grupo Chumbo receberam diariamente, durante 
sete dias, injeções intramusculares (im.) de acetato de chumbo na face interna das 
patas traseiras, sendo a primeira dose de 4 µg/100 g e as doses subseqüentes de 
0,05 µg/ 100 g/dia. Os animais do grupo Controle receberam diariamente injeção im. 
nas patas traseiras, de solução salina.  Estudo prévio do nosso laboratório mostrou 
que esse tratamento atingiu uma concentração sanguínea de chumbo de 9,98 µg/dL 
ao final do tratamento (Fiorim et al., 2011) (Figura VI). 
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Figura VI: Modelo Experimental utilizado no presente estudo. Os ratos foram divididos de 
forma aleatória em dois grupos experimentais: Controle e Chumbo. Os animais do grupo 
Chumbo receberam diariamente, durante sete dias, injeções intramusculares (im.) de 
acetato de chumbo, enquanto os animais do grupo Controle receberam diariamente injeção 
im. de solução salina (O Estado de São Paulo, 2011). 
 
 
4.2 METODOLOGIA EMPREGADA PARA OBTENÇÃO DOS ANÉIS ISOLADOS DE 
AORTA TORÁCICA 
 
Os animais foram anestesiados com Tiopental sódico (Amental®) na dose de 
50 mg/kg intraperitoneal e, em seguida, eutanaziados e exanguinados. A aorta 
torácica descendente foi cuidadosamente removida e imersa rapidamente em uma 
placa de Petri contendo solução de Krebs-modificado, composta por (em mM): NaCl 
127; KCl 4,7; CaCl2.2H2O 2,5; MgSO4.7H2O 1,2; KH2PO4 1,17; NaHCO3 24; Glicose 
11; EDTA 0,01, aerada com mistura carbogênica contendo 5% de CO2 e 95% de O2. 
Esta solução foi mantida com pH 7,4. 
Após a retirada do tecido conectivo e adiposo, a aorta torácica foi dividida em 
seis segmentos cilíndricos de aproximadamente 3,0 a 4 mm de comprimento (Figura 
VII).  
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A                                                                   B 
                                             
 
Figura VII: (A) Aorta torácica imersa em uma placa de Petri contendo solução de Krebs, 
antes da manipulação para retirada do tecido conectivo e adiposo; (B) Após a retirada dos 
tecidos e sendo dividida em segmentos cilíndricos entre 4 mm (Angeli, 2009).  
 
Cada anel vascular foi colocado em cubas contendo 5 ml de solução de 
Krebs-Henseleit aquecida a 36 ± 0,5 ºC, continuamente gaseificada com mistura 
carbogênica, mantendo o pH estável em 7,4. Dois fios de aço inoxidável, em forma 
de triângulos, foram passados através do lúmen dos segmentos de forma que 
fiquem paralelos na luz do vaso. Um fio foi fixado à parede do banho e o outro 
conectado verticalmente a um transdutor de tensão isométrica. Assim, qualquer 
alteração do diâmetro do vaso era captada pelo transdutor de força (TSD 125) 
conectado a um sistema de aquisição de dados (MP 100 Biopac Systems, Inc; Santa 
Bárbara, CA- USA) e este a um computador (Figura VIII). 
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Figura VIII: Preparação dos anéis isolados de aorta para avaliação da reatividade vascular 
“in vitro” (Nunes, 2014). 
 
Após a montagem, os anéis aórticos foram submetidos a uma tensão de 
repouso de 1 grama, reajustada, quando necessário, durante 45 minutos de 
estabilização (Figura IX A). 
 
4.2.1 Avaliação da reatividade vascular ao cloreto de potássio (KCl) 
 
Após o período de 45 minutos de estabilização, foi administrado ao banho KCl 
75 mM para verificar a atividade contrátil do músculo liso vascular induzida por 
despolarização. Após atingirem uma variação de um grama de força a partir do valor 
basal, estes anéis eram lavados aproximadamente três vezes com solução de 
Krebs-Henseleit até retornar a tensão de repouso (Figura IX B, C). Assim, os anéis 
que não obtiveram tal contração foram descartados. Após 30 minutos de 
estabilização (Figura IX D), uma nova dose de KCl (75 mM) era adicionada ao banho 
para a aquisição de uma contração máxima do músculo liso vascular, aferida no 
período de aproximadamente 30 minutos, tempo necessário para atingir um platô no 
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registro da contração (Figura IX E, F). Após este platô, os anéis foram novamente 
lavados três vezes para atingir o valor basal (1.0 grama) e, depois de 30 minutos 
(Figura IX G, H), esses anéis foram submetidos à avaliação da integridade funcional 
do endotélio. 
 
4.2.2 Avaliação da integridade funcional do endotélio 
 
 A função endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo 
agonista muscarínico acetilcolina. Para tal, os anéis de aorta foram pré-contraídos 
com fenilefrina (1 µM). Uma vez atingido o platô, uma dose única de acetilcolina (10 
µM) foi aplicada (Figura IX I, J, L). Os anéis que relaxaram menos que 80% do platô 
eram descartados. 
 
 
A 
B 
C 
D 
E 
F 
G 
I 
H J 
L 
 
 
Figura IX: Registro com curvas representando o teste da viabilidade do músculo liso 
vascular com KCl e avaliação da integridade funcional do endotélio. Avaliação da viabilidade 
do músculo liso vascular com KCl: A) Período de estabilização inicial (45 min permanecendo 
na tensão de 0.9 a 1,3 g); B) Adição de KCl (75 mM) ao banho; C) Lavagem dos anéis com 
solução Krebs-Henseleit; D) Período de estabilização (30 min); E) Adição de KCl (75 mM) ao 
banho; F) Platô da contração induzida pelo KCl (75 mM); G) Lavagem dos anéis com 
solução Krebs-Henseleit; H) Período de estabilização (30 min). Avaliação da integridade 
funcional do endotélio: I) Pré-contração com fenilefrina (Fe) 1µM; J) Platô da contração 
induzida pela Fe; L) Adição de acetilcolina (ACh) 10µM. O tempo foi registrado em minutos, 
eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a força em gramas (g), eixo vertical. (modificado de 
Dias, 2011). 
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4.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 
 
4.3.1 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre a 
resposta vasoconstritora à fenilefrina. 
 
Após a avaliação da integridade funcional do endotélio, a solução nutridora do 
banho foi trocada três vezes para que a tensão basal fosse restabelecida. Após 30 
minutos de estabilização e mais 30 minutos de incubação com fármacos, era 
realizada a curva concentração-resposta à fenilefrina (0,1 nM – 0,3 mM) de maneira 
cumulativa nos dois grupos estudados.  O efeito do chumbo na resposta contrátil à 
fenilefrina, foi calculado como percentual de resposta ao KCl (75 mM). 
 
4.3.2 Estudo dos fatores endoteliais envolvidos no tratamento por sete dias 
com acetato de chumbo sobre a resposta vasoconstritora à fenilefrina. 
  Todos os protocolos de reatividade vascular, a partir deste momento, foram 
realizados da seguinte forma: após o teste do endotélio e dos 30 minutos de 
estabilização da preparação,
 
o fármaco a ser estudado era incubado por trinta 
minutos, e, logo após, realizada a curva concentração-resposta à fenilefrina (0,1 nM 
– 0,3 mM) (Figura X).  
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Figura X: Esquema demonstrativo dos protocolos experimentais. Incubação com o fármaco 
a ser estudado e depois de trinta minutos realizou-se a curva concentração-resposta à FE 
(0,1 nM – 0,3 mM)  (Angeli, 2009). 
 
 
4.3.2.1 Influência do óxido nítrico no tratamento por sete dias com acetatode 
chumbo sobre a resposta contrátil à fenilefrina em aorta torácica. 
 
 Com a finalidade de estudar a participação do óxido nítrico (NO) na resposta 
contrátil à fenilefrina, os anéis de aorta foram incubados com um inibidor não-
seletivo da enzima óxido nítrico sintase (NOS), o NG-nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME, 100 µM).  
 
 
4.3.2.2 Influência do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre o 
receptor da Angiotensina II do subtipo AT2 na resposta vasoconstritora à 
fenilefrina. 
 
Buscando averiguar uma possível ativação dos receptores dos receptores AT2 
pela angiotensina II, os anéis de aorta dos grupos Controle e Chumbo foram 
incubados com um inibidor específico dos receptores AT2, o PD 123319 (1 µM).  
Posteriormente, para confirmar a hipótese que a angiotensina II, via 
receptores AT2, a estaria promovendo aumento da biodisponibilidade de NO nos 
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animais chumbo, foi realizado o protocolo de co-incubação de L-NAME (100 µM) + 
PD 123319 (1 µM). 
 
 
4.3.3 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo na resposta de 
relaxamento dependente do endotélio 
 
A função endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista 
muscarínico acetilcolina (ACh). Para tal, os anéis de aorta com endotélio foram pré-
contraídos com fenilefrina (1µM). Uma vez obtido o platô, foram realizadas as curvas 
concentração-resposta, cumulativas à acetilcolina (0.1 nM-300 µM). 
 
 
 4.3.3.1 Influencia do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre a 
atividade funcional dos canais para potássio na resposta de relaxamento 
dependente do endotélio. 
 
 Para avaliar a participação dos canais para K+ na resposta vasodilatadora a 
ACh, os anéis aórticos foram pré-contraídos com KCl (60 mmol/L). 
Concentrações aumentadas de K+ no meio extracelular promovem 
despolarização da membrana plasmática e abertura de canais para cálcio 
dependentes de voltagem (Berridge et al., 2003). O aumento da concentração de 
cálcio intracelular resulta na ativação da quinase da cadeia leve da miosina e 
fosforilação da miosina. Uma vez fosforilada, a miosina interage com os filamentos 
de actina, produzindo a contração (Somlyo e Somlyo, 2000). Como essa contração é 
depenente da despolarização da membrana, isso impede os canais para K+ do MLV 
funcionem adequadamente, uma vez que o potencial de repouso das células se 
encontra menos negativo.  
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4.3.3.2 Influência do óxido nítrico no tratamento por sete dias com acetato de 
chumbo sobre o relaxamento induzido pela ACh em aorta torácica pré-contraída 
com fenilefrina ou com KCl (60 mmol/L). 
 
 Com a finalidade de estudar a participação do óxido nítrico (NO) na resposta 
vasodilatadora à ACh  (em artéria pré-contraída com fenilefrina ou com KCl - 60 
mmol/L), os anéis foram incubados com um inibidor não-seletivo da enzima óxido 
nítrico sintase (NOS), o NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 100 µM).  
 
 
4.3.3.3 Influência dos subtipos de canais para potássio no tratamento por sete dias 
com acetato de chumbo sobre o tônus basal e a resposta de relaxamento 
dependente do endotélio. 
 
Com a finalidade de estudar a participação dos subtipos de canais para K+ 
sobre o tônus basal e resposta vasodilatadora a ACh, os anéis foram incubados com 
tetraetilamônio (TEA, 2.0 mM), um inibidor não específico dos canais para K+, 4-
aminopiridina  (4-AP, 5mM), inibidor seletivo dos canais para K+ voltagem-
dependente (Kv); Iberiotoxina (IbTx, 30nM), inibidor seletivo dos dos canais para K+ 
ativados por cálcio de larga condutância (BKCa) e Apamina (0,5µM), inibidor seletivo 
dos canais para K+ ativados por cálcio de baixa condutância (SKCa). 
 
4.3.4 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo na resposta de 
relaxamento independente do endotélio 
 
A avaliação da vasodilatação não mediada pelo endotélio foi analisada 
através do relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sódio (NPS). Assim como 
para acetilcolina, os anéis foram pré-contraídos com fenilefrina (1µM) e, a seguir, 
foram realizadas curvas concentração-resposta ao NPS em concentrações de 0.01 
nM-0.3 µM. 
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4.3.4.1 Influência dos subtipos de canais para potássio no tratamento por sete 
dias com acetato de chumbo sobre o relaxamento independente do endotélio. 
Para avaliar o efeito direto do NO sobre os canais para potássio do 
músculo liso vascular, os anéis foram incubados com Iberiotoxina (IbTx, 30nM), 
inibidor seletivo dos dos canais para K+ ativados por cálcio de larga condutância 
(BKCa) e 4-aminopiridina (4-AP, 5mM), inibidor seletivo dos canais para K+ 
voltagem-dependente (Kv) e em seguida foi realizada curva de relaxamento ao 
NPS, um doador de NO. 
 
 
4.4 EFEITO DO TRATAMENTO POR SETE DIAS COM ACETATO DE CHUMBO 
SOBRE A MEDIDA DOS NÍVEIS DE ÓXIDO NÍTRICO NOS ANÉIS DE AORTA 
TORÁCICA. 
 
A liberação local de NO foi avaliada conforme o método descrito por Martín et 
al., (2005). Para a realização desse protocolo, os anéis obtidos foram estabilizados 
durante 30 minutos em tampão HEPES (em mmol/L: NaCl 119; HEPES 20; CaCl2 
1,2; KCl 4,6; MgSO4 1; KH2 PO4 0,4; NaHCO3 5; glicose 5,5; NaH2PO4 0,15; pH 7,4) 
a 37º C. Depois do período de estabilização, os anéis dos grupos Controle e 
Chumbo foram incubados com o produto fluorescente 4,5-diaminofluoresceina (DAF- 
2 µmol/L, diluído em tampão HEPES) durante 30 minutos, a 37º C, e a solução foi 
coletada para medida da liberação basal de NO. Para medida da liberação de NO 
após estímulo, uma concentração de fenilefrina (1 µM) e de ACh (10 µM) foi aplicada 
em ambos os anéis, com o objetivo de mimetizar as mesmas condições dos 
experimentos conduzidos no estudo de reatividade vascular. Em seguida, a solução 
foi novamente coletada para a medida da liberação de NO.  
A produção de NO foi estimada a partir da intensidade de fluorescência do 
DAF. A fluorescência da solução foi medida em temperatura ambiente usando um 
espectrofluorímetro (Biotek Sinergy TM 2 Instruments, Biotek’s Gen 5TM Software), 
com filtros de excitação no comprimento de onda de 492 nm e de emissão no 
comprimento de onda de 515 nm. Para determinar a emissão basal de fluorescência 
do DAF, foi realizada a medida da fluorescência da solução sem a presença do anel 
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de aorta. A quantidade de óxido nítrico liberada foi expressa como unidades 
arbitrárias/mg de tecido. 
 
 
4.5 EXPRESSÃO DOS RESULTADOS E ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 
Os valores de n significam o número de animais utilizados em cada grupo 
experimental. 
As respostas contráteis ao KCl e à fenilefrina foram expressadas como tensão 
desenvolvida pelo anel de aorta, em gramas de contração. As respostas de 
relaxamento dependente e independente do endotélio, evocadas pela acetilcolina e 
nitroprussiato de sódio, respectivamente, foram expressas em porcentagem de 
relaxamento em relação à pré-contração obtida pela fenilefrina.  
Para a determinação dos valores de resposta máxima (Rmáx) e pD2 (-log 
EC50, que corresponde ao valor da concentração de fenilefrina que produz 50% da 
resposta máxima), em resposta aos diferentes agonistas utilizados, foi realizada uma 
análise de regressão não-linear, obtida através da análise das curvas concentração-
resposta utilizando-se Graph Prism Software (San Diego, CA, USA).  
Com a finalidade de comparar a magnitude de efeito dos fármacos sobre a 
resposta contrátil à fenilefrina ou a resposta vasodilatadora à ACh ou ao NPS dos 
grupos estudados, alguns resultados foram expressos como diferenças das áreas 
abaixo das curvas (dAUC) de concentração-resposta à fenilefrina. A dAUC foi 
calculada para cada curva concentração-resposta e a diferença está expressa como 
porcentagem da diferença da AUC (dAUC%) da curva controle correspondente. 
A análise estatística dos resultados foi realizada por teste t de Student não-
pareado, análise de variância (ANOVA), de uma via para medidas repetidas ou 
completamente randomizada. Quando ANOVA apresentava significância estatística 
era realizado o pos-hoc de Tukey utilizando-se Graph Prism Software (San Diego, 
CA, USA). Os resultados foram considerados estatisticamente significantes para 
valores de p< 0,05. 
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4.6 FÁRMACOS E REAGENTES UTILIZADOS 
 
- Acetato de Chumbo 
- Acetato de sódio (Sigma) 
- Acetilcolina, Cloridrato (Sigma) 
- Ácido etilenodiaminotetraacético (EDTA) (Merck) 
- Ácido hidroxietilpiperazina (HEPES) (Sigma) 
- 4- Aminopiridina (Sigma) 
- Apamina (Sigma) 
- Bicarbonato de sódio (Vetec) 
- Cloreto de cálcio dihidratado (Merck) 
- Cloreto de potássio (Merck) 
- Cloreto de sódio (Merck) 
- 4,5-diaminofluoresceina (DAF) (Sigma) 
- Fenilefrina, hidrocloridrato (Sigma) 
- Fosfato de Potássio Monobásico (Merck) 
- Glicose (Merck) 
- Iberiotoxina (Sigma) 
- L-Fenilefrina, Hidrocloridrato (Sigma) 
- Losartan (Sigma) 
- N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma)  
- Nitroprussiato de sódio, dihidratado (Fluka) 
- PD 123319 difluoroacetate, dihidratado (Sigma) 
- Tetraetilamonio (TEA) (Sigma) 
- Tiopental Sódico (Amental®) 
- Tris HCl (Sigma) 
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Todas as soluções usadas para a avaliação da reatividade vascular foram 
preparadas com água deionizada e mantidas no congelador a -20º C. 
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5- RESULTADOS 
 
5.1 VALORES DE MASSA CORPORAL 
 
 Os animais do grupo Controle e Chumbo apresentaram peso semelhante no 
início (Controle = 258 ±1.39 g, n= 25; Chumbo = 260 ± 0.98 g, n=20; p > 0,05) e ao 
final do tratamento (Controle = 305 ± 2.88 g, n= 20; Chumbo = 307 ± 2.68 g, n=25; p 
> 0,05), sugerindo que o tratamento com acetato de chumbo, por sete dias, não teve 
influência no ganho de peso corporal. 
 
5.2 RESPOSTAS VASCULARES AO CLORETO DE POTÁSSIO (KCl) EM ARTÉRIA 
AORTA 
 
 A exposição dos segmentos arteriais ao KCl (75 mM) promoveu resposta 
contrátil com magnitude semelhante nos dois grupos experimentais.  
 O número de animais mostrados na tabela 1 representa o n total dos 
animais utilizados em todos os protocolos experimentais submetidos à resposta 
contrátil ao cloreto de Potássio (KCl). 
 
Tabela 1: Valores de resposta contrátil ao Cloreto de Potássio (KCl) em anéis 
isolados de aorta, com endotélio de ratos Wistar dos grupos: Controle (Ct) e  
Chumbo (Pb ). 
 
                                            Contração (g) KCl (75 mM) 
 
Ct                                                                  3,48 ± 0,08 (n= 25) 
 
Pb                                                                 3,23 ± 0,09 (n= 25) 
Valores expressos em média e EPM; Teste t não-pareado. p > 0,05. 
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5.3 EFEITO DO TRATAMENTO POR SETE DIAS COM ACETATO DE CHUMBO 
SOBRE A REATIVIDADE À FENILEFRINA NOS ANÉIS ISOLADOS DE AORTA DE 
RATOS. 
 
 A fenilefrina (agonista α1 adrenérgico) promoveu resposta vasoconstritora 
concentração-dependente nos anéis de aorta de animais dos grupos Controle e 
Chumbo (Figura 1). No entanto, a resposta máxima foi menor nos segmentos 
arteriais dos animais do grupo Chumbo (Tabela 2). Não houve diferença significante 
entre os grupos Controle e Chumbo na sensibilidade (pD2) à fenilefrina.  
 
 
Tabela 2: Valores de resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) das curvas 
concentração - resposta à fenilefrina em anéis isolados de aortas intactos de ratos 
Wistar dos grupos Controle (Ct) e Chumbo (Pb). 
 
 Rmáx (%) pD2 
Ct  90.79 ± 4.52 6.39 ± 0.10 
Pb 69.01 ± 5.45* 6.27 ± 0.12 
Valores expressos em média ± EPM; Teste t não-pareado.*p<0,05; Rmáx: Ct vs Pb. 
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Figura 1: Curvas concentração-resposta à fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos 
Wistar nos grupos Controle (Ct) e Chumbo (Pb). O número de animais está demonstrado 
entre parênteses. Os símbolos representam média ± EPM; Teste t não-pareado. *p< 0,05 
para Rmáx: Ct vs Pb. 
 
 
5.3.1 Efeito dos fatores endoteliais envolvidos no tratamento por sete dias com 
acetato de chumbo sobre a resposta contrátil à fenilefrina nos aorta torácica 
 
 O resultado apresentado anteriormente mostrou que o tratamento com acetato 
de chumbo induz uma diminuição da resposta máxima à fenilefrina. Estudo prévio, 
utilizando o mesmo modelo experimental de tratamento por sete dias com chumbo, 
mostrou um aumento da modulação endotelial em resposta à fenilefrina no grupo 
chumbo (Fiorim et al., 2011). Assim, para verificar a influência dos fatores endoteliais 
na resposta à fenilefrina, investigamos algumas vias de agentes vasoativos 
derivados do endotélio. 
 
5.3.1.1 Participação do óxido nítrico no tratamento por sete dias com acetato de 
chumbo sobre a resposta contrátil à fenilefrina em aorta torácica.  
 
Para avaliar se o tratamento com acetato de chumbo alterou a participação do 
óxido nítrico (NO) na resposta contrátil à fenilefrina, utilizou-se L-NAME (100 µM), 
um inibidor não seletivo da óxido nítrico sintase. O L-NAME provocou aumento da 
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Rmáx e da pD2 à fenilefrina nas artérias de ambos os grupos (Figuras 2 A e B) – 
(Tabela 2). No entanto, ao calcular a %dAUC foi possível observar que o aumento 
da reatividade à fenilefrina provocado pelo L-NAME ocorreu em maior magnitude no 
grupo chumbo (%dAUC Controle = 102.63 ± 16.82 vs. Chumbo = 191.78 ± 30.67, 
*p<0,05, Teste t ) (Figura 2 C). Esses resultados sugerem um aumento na 
biodisponibilidade de NO no grupo exposto ao metal. 
 
 
Tabela 3: Resposta máxima (Rmáx) e a sensibilidade (pD2) das curvas 
concentração-resposta à fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar dos 
grupos: Controle e Chumbo , na presença e na ausência de L-NAME. 
 
 Rmáx (%) pD2 
Ct 90.79 ± 4.52 6.39 ± 0.10 
Ct L-NAME  130.3 ± 2.96# 7.60 ± 0.30# 
Pb 69.01 ± 5.45 6.27 ± 0.12 
Pb L-NAME  146.2 ± 3.49* 7.15 ± 0.14* 
Valores expressos em média ± EPM; Teste t não-pareado.#p<0,05; Rmáx e pD2: Ct vs Ct L-NAME 
*p<0,05; Rmáx e pD2:  Pb vs  Pb L-NAME. 
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Figura 2: Curvas concentração-resposta à fenilefrina em anéis de aorta de ratos wistar dos 
grupos: (A) Controle (Ct) e após a incubação com L-NAME (L-NAME Ct); (B) Chumbo (Pb) e 
após a incubação com L-NAME ( L-NAME Pb); (C) Diferença percentual da área abaixo da 
curva entre os grupos: Controle (não-preenchido) e Chumbo (preenchido). O número de 
animais está demonstrado entre parênteses. Os símbolos representam média ± EPM; Teste 
t não-pareado. #p< 0,05 para Ct vs Ct L-NAME; *p< 0,05 para pD2 e Rmáx=  Pbvs Pb L-
NAME - e % dAUC - Ct vs Pb. 
 
 
5.3.1.2 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre o 
receptor da Angiotensina II do subtipo AT2. 
 
Estudos prévios demonstram que a angiotensina II aumenta a 
biodisponibilidade de NO em de aorta torácica (Pueyo et al,1998; Yayama et al, 
2006). Considerando que o tratamento por sete dias com acetato de chumbo 
aumentou a ECA plasmática (Fiorim et al, 2011), reduziu a reatividade vascular à 
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feniliefrina e aumentou a biodisponibilidade de NO, poderíamos supor que a 
angiotensina II, atuando via receptores AT2, poderia estar envolvida no aumento da 
biodisponibilidade de NO nos animais chumbo. Assim, para investigar se existe 
maior interação da angiotensina II com os receptores do subtipo AT2, os anéis 
aórticos foram incubados com PD 123319 (1 µM). 
 Na condição Controle o PD 123319 (1 µM) não alterou a resposta contrátil à 
fenilefrina (Tabela 4; Figura 3 A). No entanto, na presença deste fármaco, houve um 
aumento da reatividade à fenilefrina no grupo Chumbo (Tabela 4; Figura 3 B), 
indicando maior interação da angiotensina II com os receptores AT2. Dessa forma, a 
angiotensina II, via receptores AT2, poderia estar envolvida no aumento da 
biodisponibilidade de NO nos animais tratados com acetato de chumbo. 
Para confirmar essa hipótese, foi realizado o protocolo de co-incubação de L-
NAME + PD 123319. Após a Co-incubação PD 123319 (1 µM) e L-NAME (100 µM) 
houve aumento da Rmáx e da pD2 à fenilefrina nas artérias de ambos os grupos 
(Figuras 4 A e B) – (Tabela 5).  Ao calcular a %dAUC observou-se que o aumento 
da reatividade à fenilefrina provocado pelo L-NAME + PD 123319 foi similar nos dois 
grupos experimentais (%dAUC Ct L-NAME + PD = 97.56 ± 8.95 vs. Pb L-NAME + 
PD = 122.75 ± 9.55, p˃0,05, Anova 1 via) (Figura 4 C). Portanto, a maior magnitude 
de resposta à fenilefrina após incubação com L-NAME no grupo chumbo (Figura 2 
C), foi normalizada para níveis controle em presença de L-NAME + PD (Figura 4 C).  
Em conjunto, os dados sugerem que o tratamento por sete dias com acetato 
de chumbo aumentou a biodisponibilidade de NO via receptores AT2.  
 
Tabela 4: Resposta máxima (Rmáx) e a sensibilidade (pD2) das curvas 
concentração-resposta à fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar dos 
grupos Controle e Chumbo, na presença e na ausência de PD123319. 
 Rmáx (%) pD2 
Ct 90.79 ± 4.52 6.39 ± 0.10 
Ct PD123319 87.93 ± 3.82 6.57 ± 0.14 
Pb 69.01 ± 5.45 6.27 ± 0.12 
Pb PD123319 92.93 ± 6.37* 6.52 ± 0.18 
Valores expressos em média ± EPM; Teste t não-pareado.*p<0,05; Rmáx : Pb vs Pb PD 12331 
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Figura 3: Curvas concentração-resposta à fenilefrina em anéis de aorta de ratos wistar dos 
grupos: (A) Controle (Ct) e após a incubação com PD123319 (Ct); (B) Chumbo (Pb) e após 
a incubação com PD123319 (Pb PD123319); O número de animais está demonstrado entre 
parênteses. Os símbolos representam média ± EPM; Teste t não-pareado. p>0,05 para 
Rmáx e pD2: Ct vs Ct PD123319; *p< 0,05 Rmáx: Pb vs Pb PD123319. 
 
 
Tabela 5: Resposta máxima (Rmáx) e a sensibilidade (pD2) das curvas 
concentração-resposta à fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar dos 
grupos Controle e Chumbo, na presença e na ausência de L-NAME + PD 123319.  
 
 Rmáx (%) pD2 
Ct 90.79 ± 4.52 6.39 ± 0.10 
Ct L-NAME + PD  127.1 ± 4.47# 7.47 ± 0.16# 
Pb 69.01 ± 5.45 6.27 ± 0.12 
Pb  L-NAME + PD 120.0 ± 8.88* 7.20 ± 0.11* 
Valores expressos em média ± EPM; Teste t não-pareado. .#p<0,05; Rmáx: Ct vs Ct L-NAME + PD 
123319.; *p<0,05; Rmáx : Pb vs Pb PD L-NAME+ 123319. 
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Figura 4: Curvas concentração-resposta à fenilefrina em anéis de aorta de ratos wistar dos 
grupos: (A) Controle (Ct) e após a incubação com L-NAME + PD 123319 (Ct + L-NAME + 
PD123319); (B) Chumbo (Pb) e após a incubação com L-NAME + PD 123319 (Pb L-NAME 
+ PD 123319); (C) Diferença percentual da área abaixo da curva entre os grupos: Controle 
(não-preenchido e pontilhado) e Chumbo (preenchido e cinza). O número de animais está 
demonstrado entre parênteses. Os símbolos representam média ± EPM; Teste t não-
pareado. #p< 0,05 para Ct vs Ct L-NAME + PD123319; *p< 0,05 para pD2 e Rmáx=  Pb E+vs 
Pb L-NAME + PD 123319 - e % dAUC, Anova 1 via. *p< 0,05 para Ct  L-NAME vs Pb L-
NAME; #p< 0,05 para Pb L-NAME VS Pb L-NAME + PD123319. 
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5.3.2 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre a 
medida dos níveis de óxido nítrico nos anéis de aorta torácica. 
 
Com base nos resultados funcionais apresentados anteriormente, a análise 
da liberação local de NO (condição basal e estimulada) foi realizada conforme o 
método descrito por Martín et al., (2005). A Figura 5 (A e B) mostra maior liberação 
local de óxido nítrico no grupo chumbo. A presença de L-NAME e PD 123319 
normalizou a liberação local de óxido nitrico nos animais tratados com chumbo. 
 Em conjunto, os dados funcionais e a liberação local de NO reforçam o 
envolvimento da angiotensina II, via receptores AT2, no aumento da 
biodisponibilidade de NO no grupo chumbo. 
 
A                                                                      B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Liberação local de óxido nítrico (NO) na condição basal e estimulada com o uso de 5-
diaminofluoresceina (DAF), em anéis de aorta de ratos controle (Ct; n=7, não preenchido) e tratados 
com acetate de chumbo (Pb; n=7; preenchidos). Os resultados, média ± EPM, estão expressos em 
unidades arbitrárias/mg de tecido, calculados a partir da intensidade de fluorescência emitida pelo 
DAF.Anova 1 via.* P < 0,05 Ct vs Pb; # P < 0,05 Ct vs Pb L-NAME e & P < 0,05 Pb vs Pb PD. 
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5.4 EFEITO DO TRATAMENTO POR SETE DIAS COM ACETATO DE CHUMBO 
SOBRE O RELAXAMENTO DEPENDENTE DO ENDOTÉLIO NOS ANÉIS 
ISOLADOS DE AORTA. 
 
 O relaxamento mediado pelo endotélio foi avaliado através da curva 
concentração-resposta à ACh. Não foram observada diferenças no relaxamento à 
ACh entre os dois grupos experimentais (Tabela 6; Figura 6). 
 
Tabela 6: Resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) induzidas pela acetilcolina 
em anéis isolados de aorta intactos de animais  dos grupos: Controle (Ct) e Chumbo 
(Pb). A resposta máxima está expressa como percentual de relaxamento após a pré-
contração com à fenilefrina. 
 
 Rmáx (%) pD2 
Ct  99.91 ± 0.09 7.12 ± 0.13 
Pb 99.80 ± 0.10 7.11 ± 0.09 
Valores expressos em média ± EPM; Teste t não-pareado. p>0,05. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Curvas concentração-resposta à acetilcolina para a avaliação do relaxamento 
dependente do endotélio em anéis de aorta de ratos Wistar dos grupos: Controle (Ct) e 
Chumbo (Pb). Os valores estão expressos como percentual de relaxamento após a pré-
contração com fenilefrina. Teste t não-pareado. p> 0,05. 
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5.4.1 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre a 
atividade funcional dos canais para potássio nos anéis isolados de aorta. 
 
Para avaliar a participação dos canais para K+ na resposta vasodilatadora a 
ACh, os anéis aórticos foram pré-contraídos com KCl (60 mmol/L). Em artérias pré-
contraídas com KCl (60 mmol/L), o relaxamento induzido pela ACh foi reduzido em 
ambos os grupos experimentais (comparar Figura 6), demonstrando que parte do 
relaxamento induzido pela ACh pode envolver a ativação de canais para potássio. 
Entretanto, essa redução do relaxamento a ACh foi mais evidente nos animais 
tratados com acetato de chumbo, sugerindo maior participação dos canais para K+ 
neste grupo experimental (Tabela 7; Figura 7).  
 
 
Tabela 7: Resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) induzidas pela acetilcolina 
em anéis isolados de aorta intactos de animais  dos grupos: Controle (Ct) e Chumbo 
(Pb). A resposta máxima está expressa como percentual de relaxamento após a pré-
contração com KCl (60 mmol/L). 
 
 Rmáx (%) pD2 
Ct  56.14 ± 2.83 5.76 ± 0.16 
Pb 25.87 ± 3.29* 5.36 ± 0.40 
Valores expressos em média ± EPM; Teste t não-pareado. .#p<0,05; Rmáx: Ct vs Pb. 
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Figura 7: Curvas concentração-resposta à acetilcolina em anéis de aorta de ratos dos 
grupos: Controle (Ct) e Chumbo (Pb), pré-contraídos com KCl (60mmol/L). Os valores estão 
expressos como percentual de relaxamento após a pré-contração KCl (60mmol/L). Teste t 
não-pareado. *p≤ 0,05 Rmáx: Ct vs Pb. 
 
 
 
5.4.1.1 Participação do óxido nítrico no tratamento por sete dias com acetato de 
chumbo sobre o relaxamento induzido pela ACh em aorta torácica  pré-contraída 
com fenilefrina ou com KCl (60 mmol/L).  
 
Para avaliar se o tratamento com acetato de chumbo alterou a participação do 
óxido nítrico (NO) no relaxamento induzido pela ACh, em artérias pré-contraídas 
com fenilefrina ou com KCl (60 mmol/L), utilizou-se L-NAME (100 µM). Após 
incubação com L-NAME, o relaxamento induzido pela ACh foi abolido em artérias de 
ambos os grupos, pré-contraídas com fenilefrina (Fe - 1µM ) ou com KCl (60 mmol/L) 
(Tabela 8; Figura 8), sugerindo que o NO é o mediador do relaxamento à ACh e 
parte deste relaxamento pode dever-se à ativação de canais para potássio pelo NO. 
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Tabela 8: Resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) induzidas pela acetilcolina 
em anéis isolados de aorta intactos de animais dos grupos: Controle (Ct) e Chumbo 
(Pb), na presença e na ausência de L-NAME.  A resposta máxima está expressa 
como percentual de relaxamento após a pré-contração com fenilefrina ou com KCl 
(60 mmol/L). 
 
 
 Pré-contração Fe Pré- contração KCl 
 Rmáx pD2 Rmáx pD2 
Ct 99.91 ± 0.09 7.12 ± 0.13 56.14 ± 2.83 5.76 ± 0.16 
Pb 99.80 ± 0.10 7.11 ± 0.09 25.97 ± 3.29& 5.36 ± 0.40 
Ct L-NAME 6.91 ± 3.51# 7.14 ± 0.58 0.99 ± 0.26# 6.67 ± 0.50 
Pb L-NAME 6.91 ± 2.86* 7.19 ± 0.09 1.30 ± 0.71* 6.64 ± 1.53 
Valores expressos em média ± EPM; Teste t não-pareado.&p<0,05; Rmáx: Ct vs Pb, #p<0,05; Rmáx: 
Ct vs Ct L-NAME,*p<0,05; Rmáx: Pb vs Pb L-NAME. 
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Figura 8: Curvas concentração-resposta à acetilcolina em anéis de aorta de ratos dos 
grupos: Controle (Ct) e após a incubação com L-NAME (Ct L-NAME); e Chumbo (Pb) e após 
a incubação com L-NAME (Pb L-NAME), pré-contraídos com fenilefrina (A,B) e com KCl 
(60mmol/L) (C,D). Os valores estão expressos como percentual de relaxamento após a pré-
contração KCl (60mmol/L). Teste t não-pareado. #p≤ 0,05 Rmáx: Ct vs Ct L-NAME; *p≤ 0,05 
Rmáx: Pb vs Pb L-NAME. 
 
 
5.4.1.2 Participação dos subtipos de canais para potássio no tratamento por sete 
dias com acetato de chumbo sobre o tônus basal e o relaxamento induzido pela ACh 
em aorta torácica. 
 
 Para estudar a influência dos subtipos de canais para potássio sobre o tônus 
basal e o relaxamento induzido pela ACh em segmentos de aorta torácica de ratos 
dos grupos Controle e Chumbo, foi realizada uma sequência de experimentos de 
reatividade vascular após incubação dos anéis aórticos com TEA ( 2mM, inibidor não 
seletivo dos canais para K+); 4-aminopiridina  (4-AP, 5mM, inibidor seletivo dos Kv); 
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Iberiotoxina (IbTx, 30nM, inibidor seletivo dos BKCa) e Apamina (0,5µM, inibidor 
seletivo dos SKCa). 
 Os inibidores TEA e a 4-AP aumentaram o tônus basal em aortas de ambos os 
grupos experimentais, mas esses efeitos foram maiores nos animais chumbo (Figura 
9 A), sugerindo um papel relevante dos canais Kv no controle do tônus arterial. Além 
disso, esses inibidores reduziram o relaxamento à ACh em aortas dos grupos 
Controle e Chumbo (Figura 9 B-C e E-F). Entretanto, esses efeitos ocorreram em 
maior magnitude nos animais chumbo, conforme demonstrado através da área 
abaixo da curva (%dAUC Controle TEA = 32.61 ± 3.86 e Chumbo TEA = 60.46 ± 
4.17, p <0,05; Controle 4-AP = 30.89 ± 6.06 e Chumbo 4-AP = 55.78 ± 4.82, p <0,05) 
(Figura 9 D e G). Esses resultados indicam maior contribuição dos canais para K+, 
especialmente dos canais Kv, no tônus basal e no relaxamento induzido pela ACh 
nos animais Chumbo. 
 Para avaliar a participação canais para potássio dependentes de cálcio (KCa) no 
tratamento por sete dias com acetato de chumbo, os anéis de aorta foram incubados 
com IbTx e Apamina. Apenas a IbTx aumentou o tônus basal em aortas do grupos 
Controle e Chumbo, mas o efeito foi semelhante em ambos os grupos estudados (9 
18 A). Além disso, esses dois inibidores reduziram o relaxamento à ACh em aortas 
de ambos grupos experimentais (Tabela 9, Figura 10 A-B e D-E). No entanto, esses 
efeitos ocorreram em maior magnitude no grupo chumbo, conforme demonstrado 
através da área abaixo da curva (%dAUC Controle IbTX = 22.60 ± 2.77 e Chumbo 
IbTX = 34.06 ± 3.35, p < 0,05; Controle AP= 8.67 ± 1.38 e Chumbo AP = 23.74 ± 
2.11,p < 0,05) (Figura 10 C e F). Em conjunto, os dados sugerem uma maior 
participação dos canais BKCa  e SKCa no relaxamento induzido pela ACh no grupo 
Chumbo. 
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Tabela 9: Resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) induzidas pela acetilcolina 
em anéis isolados de aorta intactos de animais  dos grupos: Controle (Ct) e Chumbo 
(Pb), na presença e na ausência de TEA, 4-AP, IbTx e Apamina. A resposta máxima 
está expressa como percentual de relaxamento após a pré-contração com 
fenilefrina. 
Valores expressos em média ± EPM; Teste t não-pareado.&p<0,05; Rmáx: Ct vs Pb, #p<0,05; Rmáx: 
Ct vs Ct TEA, Ct vs Ct 4-AP, Ct vs Ct IbTx e Ct vs Ct Apamina ou ,*p<0,05; Rmáx: Pb vs Pb TEA, Pb 
vs Pb 4-AP, Pb vs Pb IbTx, Pb vs  Pb Apamina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    Rmáx (%)  pD2 
TEA     
       Ct   99.91 ± 0.09  7.12 ± 0.13 
       Ct TEA  71.90 ± 2.47#  6.62 ± 0,12# 
       Pb  99.80 ± 0.10  7.11 ± 0.09 
       Pb TEA  59.69 ± 3.16*  5.72 ± 0.31* 
       
4-AP     
      Ct  99.91 ± 0.09  7.12 ± 0.13 
      Ct 4-AP  88.84 ± 3.03#  6.45 ± 0.22# 
      Pb   99.80 ± 0.10  7.11 ± 0.09 
      Pb 4-AP  54.03 ± 2.46*  6.72 ± 0.52 
       
IbTx     
     Ct   99.91 ± 0.09  7.12 ± 0.13 
     Ct IbTx  94.14 ± 2.48#  6.40 ± 0.18# 
     Pb  99.80 ± 0.10  7.11 ± 0.09 
     Pb  IbTx   81.43 ± 4.36*  6.44 ± 0.18* 
     
AP     
    Ct  99.91 ± 0.09  7.12 ± 0.13 
    Ct Apamina  91.65 ± 2.22#  6.87 ± 0.09 
    Pb  99.80 ± 0.10  7.11 ± 0.09 
    Pb Apamina  91.47 ± 2.23*  6.45 ± 0.07* 
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Figura 9: Influência dos canais para potássio sobre o tônus basal (A) e curvas 
concentração-resposta à acetilcolina em anéis de aorta de ratos dos grupos: Controle (Ct - 
não preenchido) e após a incubação com TEA (Ct TEA) (B) e 4-AP (Ct 4-AP) (E); e Chumbo 
(Pb - preenchido) e após a incubação com TEA (Pb TEA)(C) e 4-AP (Pb 4-AP) (F). Os 
valores estão expressos como percentual de relaxamento após a pré-contração com 
fenilefrina. Teste t não-pareado. #p≤ 0,05 Rmáx: Ct vs Ct TEA; Ct vs Ct 4-AP; *p≤ 0,05 Rmáx: 
Pb vs Pb TEA; Pb vs Pb 4-AP. % dAUC, Teste t. *p< 0,05 para Ct vs Pb (D, G). 
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Figura 10: Curvas concentração-resposta à acetilcolina em anéis de aorta de ratos dos 
grupos: Controle (Ct) e após a incubação com IbTX (Ct IbTX) (A) e Apamina (Ct AP) (D); e 
Chumbo (Pb) e após a incubação com IbTX (Pb IbTX)(B) e Apamina (Pb AP) (E). Os valores 
estão expressos como percentual de relaxamento após a pré-contração com fenilefrina. 
Teste t não-pareado. #p≤ 0,05 Rmáx: Ct vs Ct IbTX; Ct vs Ct Apamina; *p≤ 0,05 Rmáx: Pb vs 
Pb IbTX; Pb vs Pb Apamina. % dAUC, Teste t. *p< 0,05 para Ct vs Pb (C, F). 
 
 
5.5 EFEITO DO TRATAMENTO POR SETE DIAS COM ACETATO DE CHUMBO 
SOBRE O RELAXAMENTO INDEPENDENTE DO ENDOTÉLIO NOS ANÉIS 
ISOLADOS DE AORTA. 
 
 O relaxamento independente do endotélio foi avaliado através do efeito 
induzido pelo nitroprussiato de sódio (NPS). A resposta ao relaxamento induzida 
pelo NPS não foi diferente nos grupos estudados. Nenhuma alteração 
-12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2
0
20
40
60
80
100 Ct IbTX (n=7)
Ct (n=7)
#
#
Acetilcolina (log M)
Re
la
x
am
en
to
 
(%
)
-12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2
0
20
40
60
80
100
Pb ( n= 8)
Pb  IbTX  (n= 8)
*
*
Acetilcolina (log M)
R
el
ax
am
en
to
 
(%
)
Ct Pb
0
20
40
60
80
100
*
dA
UC
(%
)
-12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2
0
20
40
60
80
100 Ct Apamina  (n=7)
Ct (n=7)
#
Acetilcolina (log M)
R
el
ax
am
en
to
 
(%
)
-12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2
0
20
40
60
80
100 Pb Apamina (n= 7)
Pb (n=7)
*
*
Acetilcolina (log M)
Re
la
x
am
en
to
 
(%
)
Ct Pb
0
20
40
60
80
100
*
dA
UC
(%
)
87 
Resultados 
 
estatisticamente significante foi observada nos valores de Rmáx e pD2  ao NPS 
desses grupos (Tabela 10; Figura 11) 
 
Tabela 10: Resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) induzidas pelo 
nitroprussiato de sódio (NPS) em anéis isolados de aorta intactos de animais  dos 
grupos: Controle (Ct) e Chumbo (Pb). A resposta máxima está expressa como 
percentual de relaxamento após a pré-contração com à fenilefrina. 
 
 Rmáx (%) pD2 
Ct  99.90 ± 0.10 7.49 ± 0.07 
Pb 99.96 ± 0.10 7.37 ± 0.06 
Valores expressos em média ± EPM; Teste t não-pareado. p>0,05. 
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Figura 11: Curvas concentração-resposta ao NPS para a avaliação do relaxamento 
dependente do endotélio em anéis de aorta de ratos Wistar dos grupos: Controle (Ct) e 
Chumbo (Pb). Os valores estão expressos como percentual de relaxamento após a pré-
contração com fenilefrina. Teste t não-pareado. p> 0,05. 
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5.5.1 Participação dos subtipos de canais para potássio no tratamento por sete 
dias com acetato de chumbo sobre o relaxamento induzido pelo NPS em aorta 
torácica.  
Para avaliar o efeito direto do NO sobre os canais para potássio do músculo 
liso vascular, os anéis aórticos foram incubados com Iberiotoxina (IbTx, 30nM, 
inibidor seletivo dos BKCa) e 4-aminopiridina  (4-AP, 5mM, inibidor seletivo dos Kv) e 
em seguida foi realizada curva de relaxamento ao NPS, um doador de NO.    
 Os inibidores IbTX e 4-AP reduziram o relaxamento ao NPS em aortas dos 
grupos Controle (Tabela 11, Figura 12 A - D ) e Chumbo ( Tabela 11, Figura 12 B e 
E). Entretanto, esses efeitos ocorreram em maior magnitude nos animais chumbo, 
conforme demonstrado através da área abaixo da curva (%dAUC; Controle IbTX = 
16.45 ± 2.35 e Chumbo IbTX = 25.97 ± 2.72, p <0,05; Controle 4-AP = 12.45 ± 3.86 
e Chumbo 4-AP = 27.90 ± 3.99, p <0,05) ( Tabela 11, Figura 12 C e F).  Esses 
achados sugerem maior participação dos canais BKCa e Kv no relaxamento induzido 
pelo NPS no grupo Chumbo. 
 
Tabela 11: Resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) induzidas pela 
acetilcolina em anéis isolados de aorta intactos de animais  dos grupos: Controle 
(Ct) e Chumbo (Pb), na presença e na ausência de IbTx e 4-AP. A resposta máxima 
está expressa como percentual de relaxamento após a pré-contração com à 
fenilefrina. 
 
 Rmáx (%) pD2 
Ct  99.90 ± 0.10 7.49 ± 0.07 
Ct IbTX 99.47 ± 0.83 6.35 ± 0.10# 
Ct 4-AP 93.26 ± 2.04# 6.77 ± 0.17# 
Pb 99.96 ± 0.10 7.37 ± 0.06 
Pb IbTX 91.50 ± 2.20* 6.57 ± 0.10* 
Pb 4-AP 89.01 ± 2.39* 6.55 ± 0.16* 
Valores expressos em média ± EPM; Teste t não-pareado. #p<0,05; Rmáx: Ct vs Ct 4-AP, *p<0,05; 
Rmáx: Pb vs Pb IbTx e Pb vs Pb 4-AP. 
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Figura 12: Curvas concentração-resposta ao NPS em anéis de aorta de ratos dos grupos: 
Controle (Ct) e após a incubação com IbTX (Ct IbTX) (A) e 4-AP (Ct 4-AP) (D); e Chumbo 
(Pb) e após a incubação com IbTX (Pb IbTX)(B) e 4-AP (Pb 4-AP) (E). Os valores estão 
expressos como percentual de relaxamento após a pré-contração com fenilefrina. Teste t 
não-pareado. #p≤ 0,05 Rmáx: Ct vs Ct 4-AP; *p≤ 0,05 Rmáx: Pb vs Pb IbTX; Pb vs Pb 4-AP. 
% dAUC, Teste t. *p< 0,05 para Ct vs Pb (C, F). 
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6- DISCUSSÃO 
 
 Os resultados obtidos neste estudo mostram os efeitos do tratamento por sete 
dias com acetato de chumbo sobre a reatividade vascular em aorta de ratos. A 
exposição ao chumbo, mesmo em baixa concentração sanguínea (~10µg/dL), foi 
capaz de alterar o funcionamento dessa importante artéria de condutância, 
reduzindo a reatividade à fenilefrina. Esta resposta é endotélio-dependente e 
decorrente do aumento da biodisponibilidade de NO.  O presente estudo mostrou 
também envolvimento dos receptores AT2 neste aumento de biodisponibilidade de 
NO.  
 Além disso, sabendo que o NO induz a vasodilatação através de diferentes 
vias, incluindo a ativação de canais para K+, nossos resultados sugerem maior 
participação dos canais Kv e BKCa  no controle do tônus vascular e no relaxamento 
induzido pela ACh e ao NPS em aortas de ratos do grupo chumbo. 
 Com intuito de esclarecer os possíveis mecanismos envolvidos na resposta 
promovida pelo chumbo sobre a redução da reatividade vascular em anéis isolados 
aorta, aumento da biodisponibilidade de NO e ativação dos canais para K+, os 
resultados encontrados neste trabalho serão discutidos adiante. 
 
6.1 CHUMBO: FATOR DE RISCO PARA DOENÇAS CARDIOVASCULARES 
 
O chumbo é considerado um fator de risco para o desenvolvimento de 
doenças cardiovasculares em humanos (Vupputuri et al., 2003; Menke et al., 2006; 
Navas-Acien et al., 2007; Zhang et al., 2007; Healey et al., 2009; Yazbeck et al., 
2009) e em experimentos animais (Fiorim et al., 2011, 2012; Simões et al., 2011, 
2015; Fioresi et al., 2014; Silveira et al., 2010, 2014). A exposição ao chumbo está 
relacionada com aumento da pressão arterial (Fiorim et al., 2011; Fioresi et al., 2014; 
Silveira et al., 2014; Simões et al., 2011; 2015) e alterações vasculares, como o 
aumento (Silveira et al., 2010, 2014; Simões et al., 2015) ou a diminuição da 
reatividade vascular à FE (Fiorim et al., 2011, 2012). 
O efeito tóxico desse metal está relacionado com aumento da atividade da 
ECA plasmática (Fiorim et al., 2011; Simões et al 2011; Silveira et al., 2014), da 
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atividade funcional da Na+/K+ ATPase  (Fiorim et al., 2011; 2012) e da ativação dos 
canais para K+ (Fiorim et al., 2012; Nunes et al., 2014). Além disso, o chumbo 
promove alterações na via do óxido nítrico, aumentando (Fiorim et al., 2011, 2012) 
ou diminuindo a biodisponibilidade de NO (Silveira et al., 2014; Simões et al., 2015). 
Estudo prévio do nosso laboratório, utilizando o mesmo modelo experimental 
de administração controlada de chumbo, em baixa concentração, por sete dias 
atingiu uma concentração sanguínea de 9,98 µg/dL. Esse valor é muito inferior aos 
valores considerados limites pelas agências de toxicovigilância.  No entanto, essa 
concentração sanguínea de chumbo foi suficiente para elevar os níveis de pressão 
arterial sistólica (PAS), diminuir a reatividade vascular à fenilefrina e aumentar a 
biodisponibilidade de NO em aorta de ratos (Fiorim et al., 2011).  
Mediante estas informações, a importância desse estudo reside no fato de 
tornar mais conhecido o efeito da exposição por sete dias à baixa concentração de 
chumbo (9,98 µg/dL) sobre o sistema cardiovascular, mais especificamente sobre a 
artéria aorta. Dessa maneira, o presente estudo nos permitiu esclarecer por qual via 
o acetato de chumbo poderia aumentar a biodisponiblidade de NO e assim, diminuir 
a resposta à fenilefrina em aorta de ratos. Além disso, o estudo analisou também se 
o NO poderia induzir vasodilatação através de uma maior ativação dos canais para 
K+ nos animais do grupo chumbo. 
 Com o intuito de esclarecer os possíveis mecanismos envolvidos na resposta 
promovida pelo acetato de chumbo, os resultados encontrados serão discutidos 
minuciosamente em cada protocolo realizado neste trabalho. 
 
 
6.2 EFEITO DO TRATAMENTO POR SETE DIAS COM ACETATO DE CHUMBO 
SOBRE A REATIVIDADE À FENILEFRINA NOS ANÉIS ISOLADOS DE AORTA DE 
RATOS 
 
 As células do músculo liso vascular dependem diretamente de um aumento na 
concentração de cálcio citoplasmático para deflagrar sua contração, como na 
presença de agentes vasoconstritores que se ligam a receptores específicos 
(agonistas ɑ1 adrenérgico: fenilefrina e noradrenalina) (Horowitz et al., 1996), assim 
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como a despolarização da membrana induzida, por exemplo, pelo aumento da 
concentração de potássio extracelular (Ganitkevich e Isenberg, 1991).  
 Concentrações aumentadas de K+ no meio extracelular promovem 
despolarização da membrana plasmática e abertura de canais para cálcio 
dependentes de voltagem (Berridge et al., 2003). O aumento da concentração de 
cálcio intracelular resulta na ativação da quinase da cadeia leve da miosina e 
fosforilação da miosina. Uma vez fosforilada, a miosina interage com os filamentos 
de actina, produzindo a contração (Somlyo e Somlyo, 2000).  
 Já os agonistas, ligam-se a receptores específicos da membrana da célula 
muscular lisa que são acoplados à proteína G, que por sua vez, ativa a fosfolipase C 
(PLC) que hidrolisa a fosfatidilinositol bifostato (PIP2), resultando em 1,4,5-trifosfato 
de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 estimula a liberação de cálcio pelo 
retículo sarcoplasmático, enquanto que o DAG ativa a proteína quinase C (PKC) 
resultando em maior mobilização de cálcio através de canais da membrana. Todos 
esses mecanismos aumentam a concentração intracelular de cálcio (Blaustein e 
Hamlyn, 2010).  
Inicialmente, nosso estudo avaliou a resposta à fenilefrina em aorta de ratos 
do grupo controle e chumbo. Observou-se que o tratamento por sete dias com 
acetato de chumbo promoveu uma diminuição, concentração dependente, da 
reatividade à fenilefrina em anéis de aorta, confirmada pela diminuição da resposta 
máxima. Resultado semelhante foi encontrado por Nunes et al., (2014) em anéis de 
aorta de ratos Wistar, expostos a 100 pmm de acetato de chumbo em água de beber 
por 30 dias. 
 Em contrapartida, estudo prévio realizado por Silveira et al., (2014), utilizando 
o mesmo modelo de exposição controlada ao acetato de chumbo, por 30 dias, 
mostrou que a exposição ao metal aumentou a resposta máxima à fenilefrina em 
aorta torácica de ratos. Heydari et al., (2006), documentaram que o chumbo (100 
ppm em água de beber) foi capaz de aumentar a resposta máxima e a sensibilidade 
na presença de fenilefrina em anéis de aorta torácica de ratos tratados com chumbo 
por um período de 8 a 12 semanas, sendo que esses valores foram mais 
expressivos no grupo tratado por oito semanas. 
  Por outro lado, Karimi et al., (2002), também não encontraram diferença na 
sensibilidade e na resposta máxima à fenilefrina de anéis de ratos expostos a 100 
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pmm de acetato de chumbo (em água de beber) por 28 dias quando comparados ao 
grupo Controle. 
 Os resultados supracitados provavelmente devem-se às baixas 
concentrações de chumbo às quais os animais foram expostos e também ao baixo 
tempo de exposição (sete dias). Além disso, estes resultados parecem sugerir que o 
efeito do chumbo sobre reatividade vascular à fenilefrina em anéis de aorta é 
dependente da concentração e do tempo de exposição. 
 
 
6.2.1 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre a 
modulação endotelial 
 
 O resultado apresentado anteriormente mostrou que o tratamento com acetato 
de chumbo induz uma diminuição da resposta máxima à fenilefrina. Estudo prévio, 
utilizando o mesmo modelo experimental de tratamento por sete dias com chumbo 
mostrou um aumento da modulação endotelial em resposta à fenilefrina no grupo 
exposto ao metal (Fiorim et al., 2011). Este achado, associado à diminuição da 
reatividade à fenilefrina, sugere que o tratamento por sete dias com acetato de 
chumbo aumenta a liberação de um fator vasodilatador dependente do endotélio. 
  O conhecimento sobre a função endotelial avançou muito nas últimas décadas, 
desde quando Furchgott e ZawadzKi (1980), demonstraram que a célula endotelial 
modula o tônus vascular. O endotélio sintetiza e libera substâncias vasoativas que 
modulam o tônus, o calibre do vaso e o fluxo sanguíneo, sendo estas denominadas 
fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRFs) e fatores constritores derivados 
do endotélio (EDCFs) (Furchgott e Zawadzki, 1980). 
 Dentre as substâncias vasodilatadoras liberadas pelo endotélio podemos citar, 
o NO, o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (Furchgott e Zawadzki, 
1980) e a prostaciclina (Moncada et al., 1977). Dentre os fatorescontráteis temos, a 
angiotensina II (Skeegs, 1954), a endotelina-1 (ET-1)(Yanagisawa et al., 1988), o 
ânion superóxido (Rubanyi e Vanhoutte, 1986) e os derivados da via do ácido 
araquidônico, o TXA2 e as prostaglandinas H2 e F2α(PGH2 e PGF2α) (Frölich e 
Förstermann, 1989). O desequilíbrio da biodisponibilidade destes agentes vasoativos 
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pode afetar o tônus resultando em prejuízo na homeostasia vascular (Rattmman, 
2009). 
  Tendo em vista que o tratamento por sete dias com acetato de chumbo 
promoveu uma diminuição da resposta máxima à fenilefrina e aumentou a 
modulação endotelial, poder-se-ia supor que este metal influencia a liberação de 
fatores vasodilatadores derivados do endotélio. Neste sentido, o estudo visou 
investigar algumas vias que possivelmente poderiam esclarecer a ação vascular do 
chumbo em anéis de aorta de ratos. 
 
 
6.2.2 Efeito dos fatores endoteliais envolvidos no tratamento por sete dias com 
acetato de chumbo sobre a resposta contrátil à fenilefrina em aorta torácica 
6.2.2.1 Participação do óxido nítrico no tratamento por sete dias com acetato de 
chumbo sobre a resposta contrátil à fenilefrina em aorta torácica.  
 
 Considerando o resultado do presente estudo, onde encontramos diminuição 
da reatividade vascular à fenilefrina nos anéis de aorta de ratos tratados com acetato 
de chumbo, procuramos, por conseguinte, avaliar se a exposição por sete dias a 
este metal aumentaria os efeitos vasodilatadores do endotélio, através do aumento 
da biodisponibilidade de NO.  
Dentre os fatores vasoativos derivados do endotélio, o NO é o principal fator 
relaxante que modula as respostas contráteis vasculares a diferentes agonistas 
(Chatterjee et al., 2008).  Essa molécula protetora também é considerada uma 
potente inibidora da agregação plaquetária, adesão e proliferação das células do 
MLV, o que impede o desenvolvimento da aterosclerose (Forstermann e Munzel, 
2006; Chatterjee et al., 2008).  Além disso, estudo prévio mostrou importante 
contribuição do NO em vasos de condutância, como a aorta torácica (Urakami-
Harasawa et al., 1997). 
Assim, com o objetivo de avaliar uma possível participação dessa via, foi 
realizada uma curva concentração resposta à fenilefrina na presença de L-NAME, 
um inibidor inespecífico da sintase do NO. Este fármaco, ao inibir a NOS, impede a 
síntese de NO e, consequentemente, a formação de GMPc na célula muscular. 
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 Alterações na via do NO têm sido extensivamente descritas em estudos 
experimentais de tratamento com chumbo (Carmingnani et al., 2000; Fiorim et al., 
2011, 2012; Silveira et al., 2010, 2014; Simões et al., 2015). Neste estudo, o L-
NAME potencializou a resposta vasoconstrictora à fenilefrina em ambos os grupos 
experimentais, mas em maior proporção no grupo Chumbo, conforme demonstrada 
pela %dAUC. Estes resultados sugerem que a exposição ao metal além de diminuir 
a reatividade vascular, aumenta a modulação endotelial na resposta contrátil à 
fenilefrina por aumentar a biodisponibilidade de NO.  
Corroborando com os dados funcionais, os resultados do presente estudo 
obtidos através da análise dos níveis de NO em aortas torácicas demonstram 
aumento da liberação de NO (condição basal e estimulada) nos animais tratados 
com acetato de chumbo quando comparados ao controle. 
   Estudos prévios mostram que o NO está envolvido nos efeitos vasculares do 
chumbo, embora os resultados obtidos ainda sejam ambíguos. Fiorim et al., (2011) 
demonstraram aumento da biodisponibilidade de NO e da fosforilação da eNOS no 
resíduo de Ser1177, em aorta de ratos utilizando o mesmo modelo de exposição 
controlada ao acetato de chumbo por sete dias. Silveira et al., (2010) também 
demonstraram aumento da biodisponibilidade de NO após perfusão com 100µM de 
acetato de chumbo, na presença de L-NAME, no leito arterial caudal.  Já Karimi et 
al., (2002), não evidenciaram diferenças na sensibilidade e na resposta máxima à 
FE nos anéis de aorta de ratos tratados por 28 dias com 100 ppm de chumbo e 
incubados com L-NAME, quando comparados ao seu respectivo grupo controle. Por 
outro lado, Silveira et al., (2014) e Simões et al., (2015) mostraram redução da 
biodisponibilidade de NO em aorta de ratos tratados com acetato de chumbo por 30 
dias. Outros estudos também demonstraram uma diminuição na biodisponibilidade 
de NO em animais expostos ao chumbo (Vaziri et al,. 1997, 1999, 2003). 
 Apesar da divergência de resultados, esses dados, em sua maior parte, foram 
obtidos através do tratamento crônico com acetato de chumbo e há uma carência de 
informações sobre o que ocorreria com NO em uma fase inicial de exposição.  Neste 
sentido, nosso próximo passo foi avaliar por qual via o acetato de chumbo, em baixa 
concentração e na fase inicial de exposição (sete dias), poderia aumentar a 
biodisponibilidade de NO e assim, diminuir a resposta à fenilefrina. 
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6.2.2.2 Efeito do tratamento por sete dias com acetato de chumbo sobre o 
receptor da Angiotensina II do subtipo AT2. 
 
  A interação entre os diferentes componentes do sistema renina-angiotensina-
aldosterona determina sua atividade e influencia a regulação da pressão arterial, 
balanço renal de sódio e risco cardiovascular (Lacolly et al., 2009). Dentre os 
componentes do SRAA, a angiotensina II exerce efeito predominante no tônus 
vascular, mediado via interação receptores específicos da membrana, o receptor de 
angiotensina do subtipo 1 (AT1) e o receptor de angiotensina do subtipo 2 (AT2). A 
maioria das ações fisiológicas da Ang II é mediada via receptor AT1. Em contraste, 
sua interação com receptor AT2 modula negativamente as ações dos receptores AT1 
na maioria das circunstâncias (Shetal e Carey, 2013). 
 
 
A união entre da angiotensina II com o receptor AT1 culmina em contração do 
MLV (Griendling et al., 1996; Touyz e Schiffrin, 2000; Garrido e Griendling, 2009). 
Por outro lado, a interação da angiotensina II com o receptor AT2 ativa a via de 
produção do NO e GMPc que estão envolvidos no processo de relaxamento do MLV 
(Griendling et al., 1996; Steckelings et al., 2005). A vasodilatação mediada pela 
ativação do receptor AT2 tem sido bem demonstrada em artérias de resistência, 
como a mesentérica, e de condutância, como aorta em vários modelos animais e 
humanos (Shetal et al., 2013). 
Estudos prévios demonstraram que a vasodilatação induzida pelo receptor 
AT2 pode ser mediada pela ativação da cascata bradicinina/ NO e GMPc, conforme 
mostrado anteriormente na Figura 4. A bradicinina, poderia induzir a fosforilação da 
eNOS nas Ser1177 e Ser633 através da ativação da proteína quinase A (PKA) 
(Yayama et al., 2006)  e na Ser1177 através da ativação da proteína serina treonina 
quinase (Akt) (Shetal e Carey,  2013). Vale ressaltar que o receptor AT2 pode 
aumentar a produção de NO de maneira direta, independente da produção 
bradicinina (Shetal e Carey, 2013). 
Já está bem estabelecido na literatura científica que a angiotensina II 
aumenta a biodisponibilidade de NO em aorta torácica (Pueyo et al,1998; Yayama et 
al, 2006). Considerando que o tratamento por sete dias com acetato de chumbo 
aumentou a ECA plasmática (Fiorim et al., 2011), reduziu a reatividade vascular à 
fenilefrina e aumentou a biodisponibilidade de NO, poderíamos supor que a 
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angiotensina II, atuando via receptores AT2, poderia estar envolvida no aumento da 
biodisponibilidade de NO nos animais chumbo. Assim, para investigar se existe 
maior interação da angiotensina II com os receptores do subtipo AT2, os anéis 
aórticos foram incubados com PD 123319. 
Nossos resultados mostram que na condição Controle, o PD 123319 não 
alterou a resposta contrátil à fenilefrina. No entanto, na presença deste fármaco, 
houve um aumento da reatividade à fenilefrina no grupo Chumbo, indicando maior 
interação da angiotensina II com os receptores AT2. Dessa forma, a angiotensina II, 
via receptores AT2, poderia estar envolvida no aumento da biodisponibilidade de NO 
nos animais tratados com acetato de chumbo.  
Em contrapartida aos nossos resultados, Nunes et al., (2014), não 
evidenciaram diferenças na sensibilidade e na resposta máxima à FE nos anéis de 
aorta de ratos tratados por 30 dias com 100 ppm de chumbo e incubados com PD 
123319, quando comparados ao seu respectivo grupo controle. 
Em seguida, para confirmar a hipótese de que a angiotensina II, via 
receptores AT2, poderia estar envolvida no aumento da biodisponibilidade de NO nos 
animais chumbo, foi realizado o protocolo de co-incubação de L-NAME + PD 
123319. Após a co-incubação PD 123319 + L-NAME houve aumento da reatividade 
à fenilefrina nas artérias de ambos os grupos.  Ao calcular a %dAUC observou-se 
que este aumento da reatividade à fenilefrina provocado pelo L-NAME + PD 123319 
foi similar nos dois grupos experimentais. Portanto, a maior magnitude de resposta à 
fenilefrina após incubação somente com L-NAME no grupo chumbo, foi normalizada 
para níveis controle em presença de L-NAME + PD 123319.  
Corroborando com dados funcionais, os resultados do presente estudo 
obtidos através da análise dos níveis de NO (basal e estimulada), em aortas 
torácicas, demonstraram que a incubação de L-NAME + PD 123319 normalizou a 
liberação de NO no grupo chumbo. Em conjunto, os dados sugerem que o 
tratamento por sete dias com acetato de chumbo aumentou a biodisponibilidade de 
NO via receptores AT2. 
Em adição aos nossos resultados, Yayama e colaboradores (2006) 
mostraram que a angiotensina II, via receptor AT2, induziu a fosforilação da eNOS na 
Ser633 e Ser1177 em aorta de camundongos submetidos a coartação de aorta.  
Hiyoshi e colaboradores (2005) também demonstraram que a angiotensina II, via 
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receptor AT2, induziu a fosforilação da eNOS na Ser1177 em aorta torácica  de 
camundongos 2K1C. 
Segundo Shetal e Carey (2013) os receptores AT2 desempenham um papel 
de contra-regulação benéfica sobre a função cardiovascular.  Estudos prévios 
demonstraram aumento da expressão do receptor AT2 em condições patológicas, 
como injúria vascular, infarto do miocárdio e insuficiência cardíaca (Griendling et al., 
1996). O mecanismo de ação deste receptor está relacionado à liberação de NO 
promovendo relaxamento do músculo liso vascular (Griendling et al., 1996; 
Steckelings et al., 2005). Contudo, Fiorim et al. (2011), não evidenciaram diferença 
na expressão proteica dos receptores AT2 entre o grupos Controle e Chumbo, 
utilizando o mesmo modelo experimental do presente estudo. 
 
 
6.3 EFEITO DO TRATAMENTO POR SETE DIAS COM ACETATO DE CHUMBO 
SOBRE O RELAXAMENTO DEPENDENTE DO ENDOTÉLIO NOS ANÉIS 
ISOLADOS DE AORTA. 
 
 A partir dos resultados descritos acima, onde há diminuição da reatividade à 
FE por um desequilíbrio na função endotelial, foi investigado como o chumbo 
alterava o relaxamento vascular dependente do endotélio. Para isto, foram 
realizadas curvas concentração-resposta a acetilcolina. A acetilcolina liga-se ao 
receptor muscarínico (M2) levando ao aumento da concentração intracelular de 
cálcio, o qual ativa a formação e liberação de NO pela ação da enzima óxido nítrico 
sintase endotelial (eNOS). O NO se difunde para o músculo liso vascular, ativa a 
guanilato ciclase solúvel (GCs) promovendo o aumento da concentração intracelular 
de GMPc. O GMPc ativa a proteína quinase G (PKG) que fosforila diversas 
proteínas, reduzindo a sensibilidade das proteínas contráteis ao cálcio, culminando 
com o relaxamento do vaso por hiperpolarização do músculo liso vascular 
(Rattmman, 2009). No presente estudo nenhuma alteração estatisticamente 
significante no relaxamento à ACh foi observada entre os grupos Controle e 
Chumbo. Isto sugere que a vasodilatação dependente do endotélio está preservada, 
ou seja, não alterou a produção de NO estimulada pela acetilcolina.  
 Resultados semelhantes foram encontrados por Grizzo, et al., (2008), após 
exposição perinatal de chumbo em aortas de ratos wistar jovens. O relaxamento 
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induzido pela acetilcolina também não foi significantemente diferente quando os 
anéis de aorta foram incubados in vitro com 1ppm de acetato de chumbo por 0.5, 6.0 
e 12 horas. Todavia, depois da incubação por 24 horas com chumbo, o relaxamento 
induzido pela ACh foi menor quando comparado ao Controle (Zhang et al., 2007)  
Em contrapartida, Silveira et al., (2010) encontraram prejuízos na resposta 
vasodilatadora a aceticolina após a perfusão do leito caudal de ratos, com 100µM 
de acetato de chumbo. Silveira et al., (2014) e Simões et al., (2015), também 
observaram prejuízo na resposta vasodilatadora a acetilcolina, nos anéis de aorta 
de ratos expostos ao chumbo por 30 dias. Essas diferenças entre resultados 
provavelmente se devem ao baixo tempo de exposição ao metal (sete dias). Além 
disso, estes resultados sugerem que o efeito do chumbo sobre o relaxamento 
induzido pela ACh, em anéis de aorta, parece ser dependente da concentração e 
do tempo de exposição. 
Dessa forma, até o momento, é possível dizer que o tratamento por sete dias 
com acetato de chumbo não alterou a produção de NO estimulada pela acetilcolina, 
mas diminuiu a reatividade à FE e aumentou a biodisponibilidade de NO. Já está 
bem descrito na literatura a importância do NO no controle do tônus vascular em 
artérias de condutância (Urakami-Harasawa et al.,1997; Félétou e Vanhoutte, 2006). 
Assim, para avaliar a participação do NO nas respostas vasculares induzidas pela 
ACh foi realizada uma curva de relaxamento induzido pela ACh, com os anéis de 
aorta previamente e pré-contraídos com FE e incubados com L-NAME. Nossos 
resultados mostram que após a incubação com L-NAME houve abolição do 
relaxamento induzido pela ACh nos grupos estudados. Através deste resultado foi 
possível demonstrar que o relaxamento induzido pela ACh em aorta de ratos  
Controle e Chumbo era totalmente dependente da liberação de NO 
Considerando os resultados já apresentados, vale ressaltar que dentre os 
vários mecanismos pelos quais o NO estimula o relaxamento vascular podemos 
destacar dois, a Na+K+-ATPase (Gupta et al., 1999)  e os canais para K+(Bolotina et 
al., 1994; Félétou and Vanhoutte, 2006). 
Em relação à Na+K+-ATPase, estudo recente utilizando o mesmo modelo 
experimental de administração controlada de chumbo por sete dias demonstrou 
aumento da atividade funcional da Na+K+-ATPase e a aumento da expressão da 
subunidade alfa- 1 da  Na+K+-ATPase (Fiorim et al., 2011). Simões et al., (2011) 
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também mostraram aumento da atividade da  Na+K+-ATPase após exposição aguda 
ao chumbo. 
O NO é um fator endotelial que também pode estimular diferentes os canais 
para K+ dependendo do vaso e da espécie estudada (Fèlètou e Vanhoutte, 2006; 
Félétou e Vanhoutte, 2009, Nelson e Quayle, 1995; Ko et al; 2008; Briones et al; 
2009; Rodrigues et al; 2011). O mecanismo de atuação do NO sobre os canais para 
K+ pode ser dependente ou independente da formação de GMPc (Bolotina et al; 
1994; Fèlètou e Vanhoutte, 2006).  
A ativação dos canais para K+ ocasiona hiperpolarização da membrana das 
células do MLV que diminui a atividade dos canais para Ca+2 voltagem dependentes 
do tipo L reduzindo o influxo de Ca+2 promovendo uma vasodilatação. Assim, os 
canais para K+ do MLV desempenham um papel fundamental no controle do 
potencial de membrana e tônus (Nelson e Quayle, 1995; Ko et al; 2008). Vários 
estudos sobre doenças que cursam com disfunção endotelial e/ou alteração da 
biodisponibilidade de NO têm relacionado o relaxamento vascular com o papel 
desempenhado pelos canais para K+ no controle do tônus (Dimitropoulou et al; 2002; 
Callera et al; 2004; Briones et al; 2009; Bonaventura et al; 2011). 
Neste sentido, o próximo passo do estudo foi avaliar o efeito do tratamento 
por sete dias com acetato de chumbo sobre a atividade funcional dos canais para 
potássio na resposta de relaxamento à ACh.  
Em artérias pré-contraídas com KCl (60 mmol/L), o relaxamento induzido pela 
ACh foi reduzido em ambos os grupos experimentais, demonstrando que parte do 
relaxamento induzido pela ACh pode envolver a ativação de canais para 
K+.Entretanto, essa redução do relaxamento à ACh foi mais evidente nos animais 
tratados com acetato de chumbo, sugerindo maior participação dos canais para K+ 
neste grupo experimental. 
Em seguida, para avaliar se o tratamento com acetato de chumbo alterou a 
participação do NO no relaxamento induzido pela ACh, em artérias pré-contraídas 
com KCl (60 mmol/L), utilizou-se L-NAME . Após incubação com L-NAME, o 
relaxamento induzido pela ACh foi abolido em artérias de ambos os grupos, pré-
contraídas com KCl (60 mmol/L), sugerindo a ativação dos canais para potássio pelo 
NO. 
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 Sabe-se que uma das vias de vasodilatação do NO pode envolver a ativação 
de canais para K+ (Bolontina et al. 1994; Félétou e Vanhoutte, 2006, 2009; Fétélou, 
2009).  Considerando maior participação dos canais para K+ nos animais tratados 
com chumbo, para estudar o envolvimento dos subtipos de canais para K+ sobre o 
tônus basal e a resposta vasodilatadora a ACh os anéis aórticos foram previamente 
incubados com inibidores dos canais para K+. 
 
 
6.3.1 Participação dos subtipos de canais para potássio no tratamento por sete 
dias com acetato de chumbo sobre o tônus basal e o relaxamento induzido 
pela ACh em aorta torácica 
 
 Para comprovar a participação dos canais para potássio no relaxamento a 
ACh, utilizou-se TEA, um inibidor inespecífico dos canais para K+. O TEA aumentou 
o tônus basal em aortas de ambos os grupos experimentais, mas esse efeito foi 
maior nos animais chumbo. Além disso, esse inibidor reduziu o relaxamento à ACh 
em aortas dos grupos Controle e Chumbo. Entretanto, esse efeito ocorreu em maior 
magnitude nos animais chumbo, conforme demonstrado através da área abaixo da 
curva (%dAUC). Em conjunto, esses resultados sugerem que a participação dos 
canais para K+ no controle do tônus e no relaxamento vascular induzido pela ACh é 
maior nos animais Chumbo. 
 Corroborando com nossos dados, Fiorim et al., (2011)  demonstraram que a 
incubação com o TEA aumentou a resposta contrátil à fenilefrina nos grupos 
Controle e Chumbo. Contudo, a magnitude desta resposta foi maior no grupo tratado 
por sete dias com acetato de chumbo.  Nunes e colaboradores (2014) também 
mostraram que a incubação com o TEA potencializou a resposta à fenilefrina em 
segmentos de aorta de ambos os grupos, mas estes efeitos foram maiores em 
preparações de ratos expostos ao chumbo por trinta dias em água de beber. Estes 
dois resultados sugerem que uma das vias de sinalização que reduzem a reatividade 
à FE envolve a ativação canais para K+ nos animais Chumbo. 
Estudos prévios sugerem participação dos canais para K+ no envolvimento 
das alterações de reatividade vascular em doenças cardiovasculares como a 
hipertensão arterial e o diabetes (Kamata et al; 1989; Rossoni et al., 2002; Callera et 
al.; 2004; Bonaventura et al.; 2011; Félétou, 2009). Rossoni et al. (2002) 
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demonstraram aumento da biodisponibilidade de NO em ratos tratados com OUA 
que desenvolveram hipertensão. Além disso, o TEA potencializou a resposta 
vasoconstrictora à fenilefrina em anéis de ratos tratados com OUA em maior 
proporção do que no grupo controle. Assim, estes autores sugeriram que o aumento 
do NO mediado pelo tratamento com OUA poderia estar ativando canais para K+.  
 Por outro lado, Callera et al. (2004) e Bonaventura et al. (2011) 
demonstraram que a redução do relaxamento induzido pela ACh em anéis de aorta 
de ratos estava relacionada com a diminuição do funcionamento dos canais para K+ 
em animais com hipertensão arterial induzida pelo modelo dois rins um clipe. 
Mesmo considerando expressivos os trabalhos que avaliam a participação 
dos canais para K+ no envolvimento das alterações de reatividade vascular em 
doenças cardiovasculares, há dificuldade de consenso em relação aos resultados 
dessas pesquisas. Isto se deve principalmente a diversidade de variáveis envolvidas 
nestes estudos. Assim, para avaliar precisamente os mecanismos de relaxamento 
dependentes do endotélio, deve-se considerar: espécie utilizada para estudo; 
modelo experimental, leito vascular e diâmetro do vaso (Callera et al., 2004; Ledoux 
et al., 2006, Félétou, 2009 ). 
Diferentes canais para K+ estão envolvidos em desordens cardiovasculares, 
tais como aterosclerose, hipertensão arterial e acidente vascular cerebral (Nelson e 
Quayle,1995; Callera et al., 2004, Ledoux et al., 2006). Considerando que o 
tratamento por sete dias aumentou a biodisponibilidade de NO e este poderia abrir 
canais para K+, o próximo passo do presente estudo foi investigar a participação dos 
subtipos de canais para K+ na regulação do tônus basal e no relaxamento induzido 
pela ACh. 
 Já está bem descrito na literatura científica que o NO pode ativar Kv e BKCa 
dependendo do leito vascular e da espécie estudada (Bolontina et al., 1994; Paolocci 
et al., 2001; Fèlètou e Vanhoutte, 2006) Estudo prévio mostrou que a aorta é 
fortemente dependente da atividade dos Kv. Neste trabalho os autores estudaram o 
papel funcional e as propriedades das correntes através dos Kv em toda a 
membrana celular do miócito isolado de aorta e sugeriram que a corrente através de 
IKv (via subunidade α-Kv 2.1) é a principal corrente ativada, no repouso e durante a 
estimulação do MLV da aorta (Tammaro et al., 2004). 
 Mediante esta informação, para avaliar a participação dos canais Kv no 
relaxamento induzido pela ACh foi utilizado 4-AP, um inibidor seletivo destes canais. 
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A 4-AP aumentou o tônus basal em aortas de ambos os grupos experimentais, mas 
esses efeitos foram maiores nos animais chumbo. Além disso, esse inibidor reduziu 
o relaxamento à ACh em aortas de animais Controle e Chumbo. Entretanto, esses 
efeitos ocorreram em maior magnitude nos animais chumbo. Em conjunto, os 
resultados indicam maior contribuição dos Kv no tônus basal e no relaxamento 
induzido pela ACh nos animais Chumbo.  
Mesmo considerando escassos os trabalhos sobre a alteração do 
funcionamento dos Kv em doenças cardiovasculares, Dias e colaboradores (2011), 
também mostraram aumento da participação dos Kv em aorta de ratos 30 dias após 
o infarto do miocárdio.  
De forma diferente aos resultados desse trabalho, estudos prévios mostraram 
diminuição da participação dos Kv em artéria cerebral e renal de animais hipertensos 
(Wellman et al., 2001; Martens e Gelband, 1996). Os estudos sugerem que atividade 
dos Kv está diminuída porque o potencial de membrana nessa doença está mais 
positivo e a atividade dos Kv é dependente de voltagem. A maior positividade do Pm 
em repouso e um aumento dos níveis de Ca+2 intracelular parecem representar um 
mecanismo de feedback positivo que provoca uma diminuição da atividade dos 
canais Kv (Wellman et al., 2001; Martens e Gelband, 1996). Contudo, nenhum 
trabalho demonstrou até o presente momento a participação dos Kv na reatividade 
vascular após o tratamento por curto período com acetato de chumbo. 
 Diversos estudos têm mostrado que os KCa desempenham papel importante na 
regulação do tônus vascular, em diferentes leitos (Cheong et al., 2002; Eichhorn e 
Dobrev, 2007; Briones et al., 2009). Assim, para avaliar a participação dos KCa no 
tratamento por sete dias com acetato de chumbo, os anéis aórticos foram pré-
incubados com bloqueadores específicos dos canais para KCa de larga (Iberiotoxina- 
IbTx) e pequena (Apamina) condutância. Apenas a IbTx aumentou o tônus basal em 
aortas do grupos Controle e Chumbo, mas o efeito foi semelhante em ambos os 
grupos estudados. Além disso, os dois inibidores reduziram o relaxamento à ACh em 
aortas de ambos grupos. No entanto, esses efeitos ocorreram em maior magnitude 
no grupo chumbo, sugerindo uma maior participação dos canais BKCa  e SKCa no 
relaxamento induzido pela ACh no grupo Chumbo. 
 Estudos recentes sugerem que os BKCa e SKCa podem desempenhar um papel 
fundamental na regulação do tônus vascular e da pressão arterial (Sobey, 2001; 
Ledoux et al., 2005; Briones et al., 2009). Evidências mostram redução da expressão 
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da subunidade SKCa3, expressa em células endoteliais, na hipertensão arterial 
(Félétou 2009). 
   Os BKCa desempenham um papel chave na regulação da pressão arterial e há 
fortes indícios de que sua atividade está aumentada no  MLV durante hipertensão 
crônica (Sobey, 2001; Briones et al., 2009). Briones et al. (2009) demonstraram que 
há um aumento das correntes por BKCa, mas não por Kv, em coronárias ratos que 
desenvolveram hipertensão após o tratamento crônico com OUA. Estes autores 
sugerem que o aumento das correntes de BKCa poderiam contribuir para 
preservação da função endotelial em artérias coronárias neste modelo experimental. 
 Outros trabalhos mostram que o tônus da artéria coronária é fortemente 
dependente da atividade dos BKCa (Cogolludo et al., 2007; Briones et al., 2009). 
Segundo Kim et al., (2003) a atividade dos BKCa está reduzida em artérias 
coronárias durante a hipertrofia ventricular esquerda, o qual  poderiam contribuir 
para uma reserva coronariana reduzida observada neste caso.   
 Atualmente, as EROS são consideradas uma influência modulatória negativa 
sobre a atividade dos canais para K+ em doenças cardiovasculares (Félétou, 2009). 
Contudo, evidências sugerem que os BKCa são menos sensíveis aos efeitos 
deletérios das EROS quando comparados a outros canais para K+, assim, eles 
poderiam desempenhar um papel compensatório na diabetes e na arterosclerose 
(Liu e Gutterman, 2002; Félétou, 2009). 
 Além das EROS, outra substância derivada do endotélio está envolvida na 
modulação da atividade dos BKCa no MLV. Bolotina et al. desde 1994 relataram que 
o NO é capaz de ativar diretamente os BKCa. Considerando o aumento da 
biodisponibilidade de NO nos animais chumbo, este NO poderia estar ativando 
diretamente os BKCa, contribuindo para preservação da função endotelial em aorta 
de ratos. 
  Como mencionado anteriormente, o efeito do L-NAME sobre o relaxamento à 
ACh indica que o NO é o mediador do relaxamento em aorta de ratos. Além disso, 
parte deste relaxamento pode dever-se à ativação de canais para potássio pelo NO. 
A partir dessas considerações, o nitroprussiato de sódio foi utilizado para avaliar se 
o tratamento com acetato de chumbo altera o relaxamento do músculo liso vascular 
induzido pela doação direta de NO.  
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6.4 EFEITO DO TRATAMENTO POR SETE DIAS COM ACETATO DE CHUMBO 
SOBRE O RELAXAMENTO INDEPENDENTE DO ENDOTÉLIO NOS ANÉIS 
ISOLADOS DE AORTA. 
 
 Para avaliar se o tratamento por sete dias com acetato de chumbo leva 
prejuízo no relaxamento do músculo liso vascular, foram realizados experimentos 
com o nitroprussiato de sódio (NPS). Este último age estimulando a GCs que, por 
diversos mecanismos leva a hiperpolarização das células musculares lisas e por fim 
ao relaxamento muscular (Gewaltig e Kojda, 2002). 
  O NPS promoveu resposta vasodilatadora, concentração dependente, 
semelhante em ambos os grupos experimentais sugerindo que a exposição por sete 
ao acetato de chumbo não modificou a capacidade de relaxamento do músculo liso 
vascular. Vários estudos encontraram resultados semelhantes ao nosso (Silveira et 
al., 2010; 2014; Fiorim et al., 2011; Simões et al., 2015). Entretanto, Marques e 
colaboradores (2001) observaram prejuízo na resposta vasodilatadora induzida pelo 
NPS na exposição de trinta dias ao chumbo, que poderia estar associada a uma 
diminuição da expressão da guanilato ciclase encontrada nesse estudo. 
 
 
6.4.1 Participação dos subtipos de canais para potássio no tratamento por sete 
dias com acetato de chumbo sobre o relaxamento induzido pelo NPS em aorta 
torácica. 
 
 Embora a exposição ao chumbo não tenha promovido alteração na resposta 
vasodilatadora induzida pelo NPS, sabe-se que os BKCa e Kv estão localizados no 
MLV (Nelson e Quayle,1995; Félétou e Vanhoutte, 2009). Além disso, Bolontina e 
colaboradores, desde 1994, demonstraram que o NO pode ativar diretamente os 
BKCa. Assim, para avaliar o efeito direto do NO sobre os canais para potássio do 
músculo liso vascular, os anéis aórticos foram incubados com Iberiotoxina e 4-
aminopiridina, inibidores dos BKCa e Kv respectivamente, e em seguida foi realizada 
curva de relaxamento ao NPS. 
Os inibidores IbTX e 4-AP reduziram o relaxamento ao NPS em aortas dos 
grupos Controle e Chumbo. Entretanto, esses efeitos ocorreram em maior 
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magnitude nos animais chumbo.  Esses achados sugerem maior participação dos 
BKCa e Kv no relaxamento induzido pelo NPS no grupo Chumbo. 
Corroborando com nossos achados, Briones et al. (2009) demonstraram que 
há um aumento da participação dos BKCa no relaxamento ao DEA-NO em coronárias 
de ratos que desenvolveram hipertensão após o tratamento com OUA. Vale ressaltar 
que até o presente momento, nenhum trabalho demonstrou a participação destes 
canais na reatividade vascular após o tratamento com acetato de chumbo. 
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6.5- SUMARIAÇÃO DOS RESULTADOS 
 
 
 
 
Figura 13: Sumariação esquemática dos resultados obtidos no presente estudo. O tratamento i.m. 
com acetato de chumbo aumentou a PAS e a ECA plasmática (Fiorim et al., 2011)
. 
 Os níveis 
elevados da ECA plasmática poderia aumentar a Angio II.  A interação da angiotensina II com o 
receptor AT2 está relacionada com a liberação de NO promovendo vasodilatação (Shetal et al., 2013). 
O presente estudo mostrou envolvimento dos receptores AT2 no aumento de biodisponibilidade de 
NO. Além disso, sabendo que o NO induz a vasodilatação através de diferentes vias, incluindo a 
ativação de canais para K+ (Bolotina et al., 1994; Félétou e Vanhoutte, 2006)., nossos resultados 
sugerem maior participação dos canais Kv,  BKCa e SKCa  no o controle do tônus vascular. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
   O presente estudo demonstrou que o chumbo, mesmo em baixa concentração 
sanguínea (~10µg/dL), foi capaz de alterar o funcionamento da artéria aorta, 
reduzindo a reatividade à fenilefrina. Esta resposta é endotélio-dependente e 
decorrente do aumento da biodisponibilidade de NO.  O estudo mostrou também 
envolvimento dos receptores AT2 neste aumento de biodispobibilidade de NO.  
 Além disso, sabendo que o NO induz a vasodilatação através de diferentes 
vias, incluindo a ativação de canais para K+, nossos resultados sugerem maior 
participação dos canais Kv e BKCa  no o controle do tônus vascular e no relaxamento 
induzido pela ACh e ao NPS em aortas de ratos do grupo chumbo. 
    Em suma, a partir dos resultados apresentados seria possível sugerir que em 
uma situação de diminuição da reatividade vascular com aumento da 
biodisponibilidade de NO, causada pelo chumbo, os canais para potássio 
participassem mais expressivamente do relaxamento vascular contribuindo 
compensatoriamente ao aumento de PAS. Embora o metal esteja provocando 
respostas vasculares adaptativas, o aumento de PAS observado sugere que mesmo 
em baixas concentrações, a exposição ao chumbo deve ser considerada um 
importante fator de risco cardiovascular e um sério problema para saúde pública. 
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